





Adenylsiure und Adeninnucleotid II. 


Von 


R. Klimek. 
(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lwéw.) 


(Eingegangen am 6, April 1933.) 


In der ersten Arbeit (1) ist eine Reaktion zur Unterscheidung 
von Adenylsiure aus Muskelgewebe und Adeninnucleotid aus Hefe- 
nucleinsdure beschrieben worden, welche darin besteht, daB Adenylsiure 
in schwach alkalischer Lésung zugesetztes Kupfersulfat zu einer tief- 
blauen, filtrierbaren Lésung auflést, wihrend Adeninnucleotid keine 
solche Kupferkomplexlésung gibt. Dieser Unterschied ist  kiirzlich 
von H. Steudel (2) bestritten worden: Dies veranlaBte uns, iiber die 
Nachprifung und vollstandige Bestaitigung der friiheren Befunde, sowie 
liber die vermutliche Quelle des MifBverstiéndnisses an anderer Stelle 
zu berichten. 

Ich habe indessen gefunden, daB die Fahigkeit zur Komplexbildung 
auch mit anderen Salzen der Adenylsiure zukommt, nicht aber dem 
Adeninnucleotid. Im folgenden sind solche Reaktionen mit Eisen, 
Kobalt und Wismut beschrieben. 


Grundlésungen, 


Lésungen von Adeninnucleotid oder Adenylsiure, die 60mg in 
3ccem Wasser enthalten und mit 5 Tropfen 5°.ig. NaOH so weit 
neutralisiert sind, daB sie Phenolphthalein gerade schwach rosa firben. 


I. Adenylsdure. 

1. Zu 0.5 cem dieser Lésung wird tropfenweise 5° ige Kobalt- 
nitratlésung [Co (NO,), . 6 H,O] zugesetzt: Nach 2 Tropfen bildet sich 
ein rosaroter Niederschlag, der sich nach Zusatz von 2 Tropfen 1 ° Jig. 
NaOH zu einer rosa Lésung auflést, die dann spontan tiber Violett 
in Blaugriin iibergeht. 

2. Zu 0.5cem wird 1 Tropfen 4°,ige Eisenchloridlésung (FeCl, 
.6 H,O) zugesetzt: gelblicher Niederschlag, der sich auf 1 Tropfen 
5°,ig. NaOH, klar, schwach gelblich auflést. 
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3. 0,5cem mit 2 Tropfen Wismutnitrat [1] g Bi (NO,),.5 H,O in 
10 com Wasser aufgelést und filtriert] geben einen weiben Niederschlag, 
der sich nach Zusatz von 1 Tropfen 5° ig. NaOH klar auflést. 


Il. Adeninnucleotid aus Hefenucleinsdure. 

1. Zu 0,5 cem der Lésung werden 3 Tropfen Kobaltnitrat zugesetzt. 
Nach Zusatz von | Tropfen 1°,ig. NaOH scheidet sich ein violetter 
Niederschlag, nach weiterem Zusatz von 1 Tropfen 1°,ig. NaOH, 
der Niederschlag fiairbt sich blau. 

2. 0,5cem werden mit 1 Tropfen Eisenchloridlésung (wie oben) 
versetzt: Gelbe Lésung, die mit 1 Tropfen 5° ig. NaOH Eisenhydroxyd 
ausscheidet. Weiterer Zusatz von NaOH _ bewirkt keine Anderung. 

3. Mit 2 Tropfen Wismutnitrat ergeben 0,5 ccm Nucleotid einen 
Niederschlag, der auf Zusatz von 1 Tropfen 5° ig. NaOH sich in der 
Flissigkeit gleichmaBig verteilt, aber nach Zusatz von 10 Tropfen 
Alkali nicht in Lésung geht. 

Mit Nickel, Quecksilber und Magnesium wurden keine charak- 
teristischen Reaktionen beobachtet. 

Es geht aus den beschriebenen Reaktionen hervor, daB die Adeny!- 
saure Komplexverbindungen mit den Schwermetallen Fe, Co, Bi zu 
bilden vermag und daB diese Eigenschaft dem Adeninnucleotid abgeht. 
Diese Erweiterung der friiheren Beobachtungen ist in bezug auf die 
Konstitution der Adenylsiure in derselben Weise zu denken wie jene. 


Literatur. 
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Uber die Bindung der Phosphorsiure in Phosphorproteinen. 


Il. Mitteilung: 


Isolierung einer phosphorhaltigen Aminosiure (Serinphosphorsiiure) aus 
Casein (la). 


Von 
Fritz Lipmann. 


(Aus dem biologischen Institut der Carlsberg Stiftung, Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 6. April 1935.) 


Als Phosphorproteine werden hier, wie es in der englischsprachlichen 
Literatur bereits seit langem allgemein iiblich ist, diejenigen Eiweib- 
kérper bezeichnet, bei denen es nicht gelungen ist, auber Phosphorsaure 
eiweiBfremde Gruppen aufzufinden. Es sind dies Stoffe, die physio- 
logisch besonders insofern interessant sind, als sie sich in groben Mengen 
als Nahrmaterial wachsender Organismen im Casein und im Dotter- 
material der verschiedenen Tierarten vorfinden. 

Aus Casein wurde von Salkowski (1b) durch Pepsinverdauung ein 
Phosphorpepton dargestellt, das 4 bis 5°) P enthielt. und spétere Unter- 
sucher (2) (3) gelangten durch enzymatische Spaltung zu Caseinabbau- 
produkten, die bis zu 10°, P enthielten. Auf rein chemischem Wege isolierten 
Levene und Alsberg (4) aus dem Vitellin des Hiihnereies und Levene (5) 
aus Ichthyulin aus Kabeljaueiern hochmolekulare EiweiBe mit 10. bis 
11° P. In all diesen Verbindungen konnten eiweiBfremde Gruppen nicht 
entdeckt werden. In spateren Versuchen (6) stellte sich heraus, dai in 
der nach Levene hergestellten Vitellinséure mit 10°, P aut jede zweite 
Aminogruppe eine Phosphorséiure kommt. Es ware also beinahe unmoglich 
gewesen, einen fremden Bestandteil zu iibersehen. Als Bindungsmoglich- 
keiten fiir Phosphorsiure kamen in der Hauptsache eine der Stickstoff 
gruppen des EiweiBes oder ein Hydroxyl in Betracht. Der erste Befund, 
der fiir die chemische Einheitlichkeit der hier betrachteten Stoffgruppe 
sprach, wurde von Plimmer und Bayliss (7) mitgeteilt. Sie fanden, dab 
in all diesen Verbindungen die Phosphorséurebindung auberst alkali- 
empfindlich ist, dagegen relativ séurestabil. Hierdurch konnten sie auch 
analytisch Phosphorproteine von anderen phosphorhaltigen EiweiBkorpern 
unterscheiden. Neuberg und Oertel (8) versuchten Aminosauren an der 
Aminogruppe zu phosphorylieren und gelangten dabei zu sehr zersetzlichen 
Produkten. In letzter Zeit wurde nun eine Gruppe von Stoffen im Muskel 
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entdeckt, in denen Phosphor an eine Aminogruppe des Guanidins entweder 
im Kreatin (9) (10) oder im Arginin (11) gebunden ist. Diese Verbindungen 
sind auberst unbestandig gegen Saure, ziemlich bestandig gegen Alkali; 
dal es sich hier umm eine allgemeine Eigenschaft der P-N-Bindung handelt, 
zeigten Meyerhof und Lohmann (11) an der einfachsten Verbindung dem 
Phosphamid, bei dem die gleichen Stabilitatsverhaltnisse gefunden wurden. 
Die Stabilitatsverhaltnisse sind also gerade umgekehrt wie die der Phosphor- 
siurebindung in Phosphorproteinen. Ich bin aut diese neueren Befunde 
ausftihrlicher eingegangen, um zu zeigen, daB die chemische Wahrscheinlich- 
keit einer P-N-Bindung von vornherein sehr gering ist. 

Dagegen war es in den letzten Jahren durch Untersuchungen von 
Posternak (12) und von Rimington (3) gelungen, auch dem direkten Beweis 
der Bindung der Phosphorsdiure an eine Hydroxylgruppe zum mindesten 
nahezukommen.  Posternak insbesondere hat in mehreren Mitteilungen 
daraut hingewiesen, daB seine Befunde sowohl am Vitellin wie am Casein (13) 
daraut schlieBen lassen, daB die Phosphorsaiure mit der Hydroxylgruppe 
des Serins verkniipft ist. Seine Befunde, die sowohl von Lipmann und 
Levene (6) als auch in dieser Arbeit weitgehendst bestatigt werden konnten, 
waren jedoch in vielen Fallen nur qualitativer Art und insbesondere beim 
Casein sehr unsicher. Hier hatte er ein Phosphorpepton isoliert, das neben 
anderen Aminosauren gréBere Mengen Serin als einzige Oxysiaure enthielt. 
Nach friiheren Erfahrungen am Vitellin schloB er auch beim Casein auf 
die Bindung der Phosphorsiiure an Serin.  Rimington (3) hatte durch 
tryptische Verdauung aus Casein ein Phosphorpepton erhalten, das 7%) P 
enthielt.. Durch Knochen- und Nierenphosphatase, die nach allen  bis- 
herigen Erfahrungen spezitisch fiir O-Ester der Phosphorsaure sind (16), 
wurde die Phosphorséure aus diesem Pepton sehr leicht abgespalten. Aus 
Elementaranalysen von Metallsalzen dieses Peptons wurden von Rimington 
Schliisse auf die Zusammensetzung gezogen, die bei der groBen Unsicherheit, 
die der Elementaranalyse von Eiwei®Bk6érpern, insbesondere in bezug auf 
den Sauerstoffgehalt, anhaften, viel zu weitgehend erscheinen. Ohne aus- 
reichende experimentelle Grundlage nimmt er an, daB sein Pepton aus lauter 
Oxyaminosiéuren besteht und das die Phosphorséure an Hydroxyglutar- 
siure, die er in gréBerer Menge im Saurehydrolysat vorfand, gebunden sei. 
AuBerdem fanden sich Serin und angeblich Hydroxyaminobuttersaure 
im Saurehydrolysat. Ganz kiirzlich wurde von Schmidt (15) durch lang- 
dauernde Trypsinverdauung von Casein ein Peptid gewonnen, dessen 
Elementaranalyse Werte ergab, die auf eine Zusammensetzung aus Glut- 
aminsaure, Serin und Phosphorsaure stimmen. Die Saéurehydrolyse dieser 
Substanz ergab 65°, der Theorie Glutaminsaéure, wenig Serin und viel 
Ammoniak. Auf die zuerst von Posternak bei der EiweiBhydrolyse bemerkte 
Zersetzung des Serins wird weiter unten naher eingegangen. Soweit mir 
bekannt ist, liegen tiber diesen sehr interessanten Befund von Schmidt 
bisher nur auszugsweise Angaben vor. 

Viel weiter als die Analyse des Caseins war inzwischen die des Vitellins 
fortgeschritten. Posternak (12) hatte durch Trypsinhydrolyse einen Korper 
mit hohem P-Gehalt gewonnen, dessen Hydrolyse grofe Mengen Serin 
ergab und auffallend viel Ammoniak. Er konnte zeigen, daB dieses Ammoniak 
zum gréBten Teil durch Zersetzung des Serins in Peptidbildung entstanden 
war, und verwies aut Versuche von Bergmann (14) und seinen Mitarbeitern, 
in denen die Spaltung von Serinpeptiden in Ammoniak und Brenztrauben- 
sdure beschrieben worden war. Durch vorsichtige Hydrolyse gelangte er 
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weiter zu einer Substanz, in der das Verhaltnis P: N nicht weit von 1 lag 
und die er als ein Polypeptid der Serinphosphorsaéure ansprach ohne ana 
lytische Beweise dafiir anzufiihren. Nach kiirzlich mitgeteilten Befunden 
von Lipmann und Levene (6) war es wohl nicht ein Polypeptid der Serin- 
phosphorséaure, sondern diese selbst in unreinem Zustande. Durch Hydrolyse 
nach Levene hergestellter Vitellinsiure war es gelungen, analysenreine 
Serinphosphorséure als Bariumsalz zu isolieren. 

Nachdem Vorversuche gezeigt hatten, daB ebenso wie bei Vitellin- 
saure durch fiinffach verdiinnte konzentrierte Salzsiure (spez. Gew. 1.19) 
etwa 40°, des Phosphors aus Casein in 10 Stunden bei 100° abgespalten 
werden, versuchte ich zunichst an Phosphorpeptonen die partielle 
Hydrolyse. Nach der Vorschrift von Salkowski (1b) stellte ich ein 
Phosphorpepton her, das gegen 4°, P enthielt. Dieses Produkt und das 
sogenannte Pseudonuclein, das bei Pepsinverdauung ausfiillt es 
enthielt in meinem Fall gegen 3°. P — wurden in der oben angegebenen 
Weise hydrolysiert. Das 10-Stunden-Hydrolysat beider Verbindungen 
enthielt niedrigmolekulare phosphorhaltige Bruchsticke, deren Barium- 
salze in viel Wasser léslich, in 40 bis 50°, Alkohol unléslich waren. 
Nur ein geringer Teil des Phosphors blieb bei Fallung der barium- 
haltigen Lésung mit gleichem Volumen Alkohol in Lésung. Die Barium- 
verbindung aus Pseudonuclein wurde, nach Entfernung des anorganischen 
Phosphats durch Umfallen, weiter 3 Stunden hydrolysiert. Die von 
anorganischem Phosphat befreite Verbindung ergab: N: P 1.2, NH,: P 1. 
Aminostickstoff wurde in allen Fallen nach van Slyke bestimmt. 

In der gleichen Weise wurde aus dem als Eisensalz nach Salkowski 
gewonnenen siéureléslichen Pepton ein Bariumsalz erhalten, dessen 
Analyse sehr ahnliche Werte ergab: N: P 1.27, NH,: P 1, C: N 3.36. 
Auch beim Casein hatte sich also gezeigt, da bei Hydrolyse mit ver- 
diimnter Siure schon nach relativ kurzer Zeit die phosphorhaltige 
Aminosdure herausgespalten wird. Die Eigenschaften dieser Ver- 
bindung glichen vollkommen der aus Vitellinsaéure isolierten Substanz. 
Das Verhaltnis von C zu N von nahezu 38 machte es weiterhin schon 
in diesem Stadium der Versuche wahrscheinlich, daB Serinphosphor- 
siure vorlag. Die verunreinigenden Peptidbindungen waren hier 
jedoch fester als bei Viteliinséure, wo schon nach 13stiindiger Hydrolyse 
die reine Verbindung isoliert werden konnte. 

Da die Verwendung phosphorreicherer Verbindungen als Ausgangs- 
material keinen wesentlichen Vorteil zu bieten schien, hydrolysierte 
ich zur Reindarstellung der Substanz direkt Casein (/ammarsten). 
200 g wurden in vier Portionen 10 Stunden mit fiinffach verdiinnter konz. 
HCl im siedenden Wasserbad hydrolysiert. Auch hier wurde in der 
gleichen Weise wie oben der gréBte Teil des organischen Phosphors, 
von dem wieder etwa 40°, bei der Saurebehandlung abgespalten 
waren, als Ba-Salz aus 50°, alkoholischer Lésung niedergeschlagen, 
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nur etwa 15°, blieben in Lésung und wurden verworfen. Ich erhielt 
nach Abtrennung des anorganischen Phosphats 6,06 g lufttrockenes 
Salz mit 6,1 °,. P also etwa 25°, des gesamten Caseinphosphors. N : P war 
1,37, NH,: P 1. Es sei darauf hingewiesen, daB alle durch mehr oder 
weniger langes Hydrolvsieren gewonnenen mehr oder weniger ver- 
unreinigten Praparate P: NH, im Verhaltnis 1 enthielten. Ich méchte 
daraus schlieBen, da die dem phosphorylierten Hydroxyl benachbarte 
Peptidbindung sehr empfindlich gegen Saure ist. Hierauf beruht es 
wahrscheinlich, daB schon bei kurzer Behandlung auch mit verdimnter 
Saure die phosphorhaltige Gruppe herausgespalten wird. 

Die weitere Reinigung wurde nach dem Quotienten N:P vor- 
genommen, der ja bei der reinen Substanz 1 werden mute. Durch 
fraktionierte Alkoholfallung konnte keine Trennung erzielt werden. 
Die Hydrolvse der Substanz fiir weitere 10 Stunden dagegen mit der 
gleichen Saurekonzentration bei 100° fiihrte zu Produkten mit einem 
N:P von annihernd 1. 

Die Analysenwerte dieser wohl noch nicht vollkommen reinen 
Substanz lassen keine andere Deutung zu, als daB es sich um Serin- 
phosphorsaure handelt. 

Fiir eine ausschlieBliche Bindung der Phosphorséiure im Casein 
an Serin, wie sie nach diesen und insbesondere nach den Befunden der 
folgenden Arbeit auBerst wahrscheinlich erscheint, sind 3,5°, Serin 
erforderlich. Da bisher viel zu geringe Werte von nur etwa 0,5°,, ge- 
funden wurden, erscheint nicht verwunderlich, wenn man die Schwierig- 
keiten einer annahernd quantitativen Isolierung und die Zerstérbarkeit 
des Serins durch Saiurewirkung in Betracht zieht. 

Die genaueren Angaben iiber die Darstellung und die Analysen- 
werte finden sich im experimentellen Teil. 


Experimenteller Teil. 
Darstellung von Serinphosphorsdure aus Casein. 


Casein wird mit Wasser angerieben und in der zehnfachen Menge 
etwa 2.5n HC! (fiinfmal verdiinnte konz. Saéure 1,19) suspendiert. Die 
Suspension wird 10 Stunden in siedendem Wasser hydrolysiert, wobei 
bis zur Lésung haufig umzuschiitteln ist. Fiir alle Versuche wurde die 
Hydrolyse im Wasserbad ausgefiihrt, ein viel schonenderes Verfahren 
als Hydrolyse mit kochender Séure. Nach Hydrolyse wird ein Fiinftel 
der Saéure mit BaCQO, neutralisiert, die Kohlenséure durch kurzes Auf- 
kochen vertrieben und mit NH, bis zu stark lackmus-alkalischer Reaktion 
versetzt. Ein Teil des anorganischen P fallt aus. Die alkalische Lésung 
wird ohne Entfernung des Niederschlags mit gleichem Volumen 96 °oig. 
Alkohols versetzt. Der Gesamtniederschlag, der nahezu allen organischen 
und anorganischen Phosphor enthalt, wird abzentrifugiert und mit nicht 
zu kleinem Volumen Wasser (('O,-frei) zweimal extrahiert. Der Riickstand 
wird mit wenig Salzséure gelést, das Unlésliche verworfen, auf ziemlich 
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groBbes Volumen autgeftillt und genau neutralisiert. Die neutrale Losung 
wird etwa ', Stunde auf 100° erwarmt, das ausgefallene anorganische 
Phosphat entfernt und die Lésung mit den Wasserextrakten vereinigt. 
Die vereinigten Lésungen werden, wenn noétig, mit etwas Ba(OH)> lackmus- 
alkalisch gemacht und unter Benutzung von CQ,-freiem Wasser solange 
umgefallt, bis bei Auflésen in gréBerem Volumen Wasser kein Riickstand 
mehr bleibt. Dies ist nach zwei- bis dreimaligem Umftallen der Fall. Trocknen 
mit héchstens 85% ig. Alkohol, Alkohol-Ather, Ather. 

Zur weiteren Reinigung wurde das Salz ohne Entfernung des Bariums 
10 Stunden bei gleicher Saurekonzentration weiter hydrolysiert. Die 
Abtrennung des anorganischen Phosphats geschah in der gleichen Weise 
wie oben. Analysiert wurde das aus eben alkalischer Losung durch 35 °oig. 
Alkohol gefallte Salz, das ebenso wie das aus Vitellinsaure isolierte auf ein P 
annahernd zwei Aquivalente Barium enthalt. 

Die Analyse (17) ergab folgende Werte: Substanz 54)),, nach Vort rocknen 
bei 100°, 5 Stunden iiber siedendem Xylol bei 16mm Hg uber Phosphor- 
pentoxyd getrocknet : 


4.871 mg Substanz: 0.865mg H,O. .......... %4JI,99%H 


7,492 ,, - » 768, 0 30, © O204.. i410. 2c ws EBS 
3.904 .. = 2:0Gme HMaBO, . .. 12 0 ss « 427% Ba 
5.123 ., $s 30,82 mg Phosphorammoniummolyb- 


et LV 6 cc kh ewe en oo REP 


Der Vergleich mit Serinphosphorsiure ergibt nach Abzug des Bariums 





( H 0 N 4 
“. gef. 19,82 3.67 53,21 7.40 15.91 
o%, ber. 19,76 3,32 52.65 7,64 16.95 


Das Bariumsalz wurde mit der aquivalenten Menge Na,SO, umgesetzt 
und in mdéglichst konzentrierter Lésung solange mit Silbernitratlésung 
versetzt. bis der Niederschlag sich gut zusammenballte und keine neue 
Fallung mehr auftrat. Das ausgefallene Silbersalz wurde mit wenig eis- 
kaltem Wasser, dann mit steigenden Alkoholkonzentrationen auf der 
Zentrifuge gewaschen. Die Silberverbindung erfahrt beim Erhitzen Zer- 
setzung. Nach Trocknen bei 100° war ein groBer Teil des Stickstoffs ab- 
gespalten. Das Salz., das schon an der Luft getrocknet fast wasserfrei war, 
wurde bei 40° im Vakuum getrocknet. Die Analyse ergab: 





io H N P Ag 
©, gef. 7.56 1,24 2.79 5,65 61,2 
©. ber. 7.12 0.99 2,76 6,12 63.8 


Die Werte stimmen zu denen des Ag,-Salzes der Serinphosphorsdure. 


Zusammenfassung. 

Nach 10stiindiger Hydrolyse von Casein bei 100° sind durch etwa 
2.5n HCl 40°, des organisch gebundenen Phosphors abgespalten. 
30°, des gesamten Phosphors wurden als Ba-Salz, unléslich in 40°, 
Alkohol, aus dem Hydrolysat gewonnen. Die Analyse ergab die Zu- 
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sammensetzung einer mit Peptid verunreinigten phosphorhaltigen 
Aminosiiure (N:P 1,387, NH,: P 1). Weitere Hydrolyse dieses Pri- 
parats fiihrte zu einer Substanz von der Zusammensetzung der Serin- 
phosphorsaiure. AuBer dem Ba-Salz wurde auch das Silbersalz, das 
im UberschuB8 des Fallungsmittels unléslich ist, dargestellt. 
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Uber die Bindung der Phosphorsiure in Phosphorproteinen, 


Il. Mitteilung: 


Versuche zur Frage der Einheitlichkeit der Phosphorsiurebindung. 


Von 
Fritz Lipmann. 
(Aus dem biologischen Institut der Carlsberg Stiftung, Kopenhagen. ) 


(Eingegangen am 6. April 1934.) 


In den hier mitzuteilenden Versuchen war beabsichtigt, die Frage 
der Einheitlichkeit der Phosphorsaurebindung in den Phosphorproteinen 
einer genaueren Prifung zu unterziehen: denn durch die Isolierung 
der gleichen phosphorbindenden Aminoséure aus den zwei wichtigsten 
Proteinen dieser Gruppe, dem Casein (1) und dem Vitellin (2), war eine 
einheitliche Bindung, die schon die Befunde von Plimmer und Bayliss (10) 
vermuten lieBen, noch wahrscheinlicher geworden. Durch den Vergleich 
mit Serinphosphorséiure war aber eine experimentelle Prifung dieser 
Frage méglich geworden. 

Im Laufe der praparativen Arbeiten, tiber die in der vorauf- 
gegangenen Arbeit berichtet wurde, war mehrfach zur Orientierung 
die Abspaltungsgeschwindigkeit der Phosphorsiure durch  Saure- 
hydrolyse genauer bestimmt worden. Diese Versuche hatten ergeben, 
daB die Saiurespaltung der Phosphorsdurebindung in Phosphorproteinen 
monomolekular verlauft, indem sich nach der Reaktionsgleichung 
eine Konstante berechnen lieB. Die im Laufe der letzten Jahre an 
organischen Phosphorsaureestern erhobenen Befunde es sei hier 
insbesondere auf die Arbeiten von Lohmann (3) verwiesen hatten 
aber erwiesen, daB die Geschwindigkeit der Saurehydrolyse ein sehr 
empfindliches Reagens auf die Einheitlichkeit der vorliegenden Ver- 
bindungen ist. Fast alle Methoden, Phosphorsiureester in Gemischen 
zu bestimmen, beruhen ja auf ihrer verschiedenen Empfindlichkeit 
gegeniiber Saure bzw. Lauge. Auch nahe miteinander verwandte 
Verbindungen wie die  Glucose-6-Phosphorsiure — ( Robison- Ester) 








10 F. Lipmann: 


und die Fructose-6-Phosphorséure (Neuberg-Ester) haben sehr ver- 
schiedene Saurehydrolysekonstanten. | Nach Lohmanns Versuchen 
verhalten sie sich fiir diese beiden Ester wie 1:9, und es gelang ihm 
durch Untersuchung der Hydrolysenkurven der natiirlich gewonnenen 
Praparate diese als Gemische beider Ester zu identifizieren. 

Die Hydrolyse wurde in allen Fallen in der Weise ausgefiihrt, 
daB die Substanz in einem bestimmten Volumen gelést wurde, von dem 
gleiche Mengen, meist 1 ccm, in enge dunnwandige Reagensréhrchen 
gefillt wurden. Nach Versetzen mit dem gleichen Volumen 2.5fach 
verdiinnter konz. HCl (1,19) wurden die Réhrchen zugeschmolzen 
und in ein gleichmaBig siedendes Wasserbad gehangt (Lohmanns 








22 =: 1 a—v?, 
Nr. Substanz 2% z z “— i; log O—2 
ne zz k. 10-2 (tf = Stunden) 
mg 0 
1 Vitellinsiure (4) aus 1 0,022 6 a7 
Hihner-kKigelb. 3 0.07 19,1 3.3 
102% P 5 0.104 282 2.7 
19 0.165 45 234 
cc /§=— sO 0,367 
2 Casein (Hammarsten). 5 0.973 32.1 3.37 
0,75 °,, P. 8.05 0.106 46.8 3,48 
1.67 0,135 59,7 3,34 
14.97 0153 67.8 2.97 
cc }~— 0,226 
3 Phosphorpepton aus Casein, 5 0,104 34 3.6 
3,34°, P, dargestellt aus 8.05 0,138 45,4 2.75 
den Pepsinverdauungs-Pro- 11,67 0,174 56,8 2.79 
dukten durch Eisenfallung 14,97 9,196 64 2.42 
nach Salkowské (5) 18,82 0,222 72,6 3,1 
oc 0.306 
4 Ichthulinséure (6) aus 5 0,123 37,2 4.04 
Dorschrogen, dargestellt 10 O18SO0 54,5 2 82 
nach Levene. 19.8 0,248 75 2.66 
93% P coc =| «0,330 


5 Serinphosphorsaure, reines 3,12 0,035 20,5 
Praparat aus Vitellinsaure 6,04 0,059 35,2 
8,29 0,078 46,1 

13,59 0,107 63,3 

79,3 


Q 
21,26 0,134 79.i 4 
cc }~=—0,.169 
6 Praparat aus Casein (1). 3,0 0,961 17,8 2,86 
N:P 1,38 6.1 0,113 33.2 2,94 
913 0,152 44,6 2,38 
12,3 0,189 55,6 3,06 
17,87 0,234 68,6 2.71 


coc }§=— 0,340 
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Bindung der Phosphorsaure in Phosphorproteinen. II. 1] 


Methode). Zur Bestimmung des Gesamtphosphors wurde das gleiche 
Volumen nach Neumann verascht. Die Phosphorbestimmungen wurden 
kolorimetrisch nach der Methode von Lohmann und Jendrassik (11) vor- 
genommen. Eine EnteiweiBung erwies sich als nicht erforderlich, 
da schon nach verhaltnismaBig kurzer Hydrolysendauer eine Triibung 
beim Versetzen mit Molybdatreagens nicht mehr auftrat. Etwa auf- 
getretene Niederschlage wurden vor der Bestimmung entfernt. Die 
Salzsiurekonzentration war etwa 2.5n entsprechend einer fiinffach 
verdiinnten konzentrierten Saure vom spez. Gew. 1,19. 


Die in der letzten Spalte der Tabelle verzeichneten Hydrolysen- 
konstanten haben weder im Anfang noch gegen Ende der Spaltung 
einen Gang, die Hydrolyse verliuft stetig. Der Wert der Konstanten 
liegt fiir alle Verbindungen in der Nahe von 3. 10-7 (¢ — Stunden). 
Die Werte stimmen sowohl untereinander als auch mit denen fiir Serin- 
phosphorsiiure sehr annahernd tiberein. Auch die Empfindlichkeit 
gegen Alkali findet sich bei der Serinphosphorsaure wieder. Dies labt 
sich am einfachsten in der Weise zeigen, da} eine Losung ihres Barium- 
salzes in verdiinntem Alkali erwirmt wird. Sofort beginnt die Aus- 
scheidung von Bariumphosphat, die in wenigen Minuten komplett 
ist. Gemeinsam mit den priparativen Erfahrungen von anderen und 
von mir sprechen diese Befunde in hohem Mabe fiir eine einheitliche 
Bindung der Phosphorsaure an Serin. Der Serinphosphorséiure (OH), PO 
.O CH, CH.NH,--COOH muB somit nach dem Vorkommen 
der Phosphorproteine in der belebten Natur eine Bedeutung beim Aufbau 
der Leibessubstanz wachsender Organismen zukommen. 


Die Analyse der Feinstruktur der Phosphorsiurebindung im 
genuinen Protein steht noch aus. Eine Beziehung zur Aminogruppe 
ist nach den Bergmannschen Untersuchungen an Serinpeptiden nicht 
ohne weiteres auszuschlieBen. Bergmann (7) fand, daB bei acylierten 
Serinpeptiden die Acylgruppe leicht zwischen Hydroxyl und Amino- 
gruppe wechselt. Die allgemeinen Eigenschaften der P— N-Bindung 
lassen eine soleche Annahme jedoch recht unwahrscheinlich erscheinen. 
Auch ist es méglich, daB die Phosphorsaéure mehrfach mit dem Protein 
verkniipft ist (siehe hierzu die Befunde des folgenden Abschnitts). 


Uber Ichthyulinsiure. 
Unter 4. in der Tabelle sind die Hydrolysenwerte fiir Ichthyulin- 
siure angegeben. 
Diese Substanz wurde nach der Vorschrift von Levene (6) aus Dorsch- 
rogen dargestellt. Sie war in ihrer Zusammensetzung der von Levene dar- 


gestellten Verbindung sehr aéhnlich. Die orientierende Untersuchung ergab, 
daB sie in ihren Eigenschaften von der Vitellinséure, die fast den gleichen 
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P- und N-Gehalt hat, abweicht. Sehr auffallend ist, da®8 aus den Phosphor- 
proteinen des Eidotters und des Fischrogens sich nach dem Leveneschen 
Verfahren ohne wesentlichen Eingriff durch Fraktionierung sehr phosphor- 
reiche EiweiBkérper abtrennen lassen. Am Casein dagegen fiihrten die 
sehr eingehenden Fraktionierungsversuche von Linderstrém-Lang (8) nur 
zu geringfigiger Anreicherung der Phosphorséure. Im Casein scheint 
also die Phosphorsiure direkt an das groBe EiweiBinolekiil gebunden 
zu sein. 

Ichthyulinsiure ist im Gegensatz zu Vitellinsiure in Salzsiure 
ziemlich léslich und laBt sich nicht wie diese durch Umfallen mit Saure 
reinigen. Uberhaupt ist trotz annahernd gleichen P-Gehalts Ichthyulin- 
siiure eine schwachere Saure als Vitellinsiure. Sie bliut Kongopapier 
nur ganz schwach, die Titration gegen Thymolphthalein ergab pro 
Phosphoratom nur 1,07 Aquivalent Base. Das Priparat enthielt kein 
mit Nessler-Reagens nachweisbares Ammoniak mehr. Es handelt sich 
also wohl um eine intramolekulare Neutralisation oder um mehrfache 
Bindung der Phosphorsdure. Allerdings bestand, wie aus dem Folgenden 
hervorgeht, das Praparat wohl nur zu etwa 90°, aus Phosphorprotein. 
Mit 0,25 n Alkali fiir 24 Stunden bei 39° behandelt, wurden 79°, des 
Phosphors abgespalten. Nach Plimmer und Bayliss (10) sollten 90°, 
unter diesen Bedingungen abgespalten sein, wenn es sich um ein reines 
Phosphorprotein handelt. Hiernach ergibt sich eine Verunreinigung 
mit etwa 10°, fremdem Phosphor. Die gleiche Zahl berechnet sich aus 
dem Hydrolysenwert fiir die ersten 5 Stunden (siehe Tabelle). Hier 
wurden 37°, des Phosphors abgespalten. Bei Annahme der mit den 
anderen Phosphorproteinen iibereinstimmenden fiir die spiteren Zeiten 
gefundenen Konstanten 2,7.10 2 hatten in den ersten 5 Stunden 
nur 28°, gespalten sein diirfen, also etwa 10°, Verunreinigung. Diese 
Uberlegungen zeigen, wie wertvoll die Stabilitatspriifung gegeniiber 
Alkali und Saure zur Beurteilung der Zugehérigkeit des Phosphors 
zu einem Protein sein kann. In jedem unsicheren Fall sollte eine solche 
Priifung vorgenommen werden. Wie es von Sérensen (9) kirzlich fiir 
die Phosphorsiure im Globulin nachgewiesen wurde, wird sich wahr- 
scheinlich bei vielen als phosphorhaltig betrachteten Proteinen nach- 
weisen lassen, daf der Phosphorgehalt durch Beimischung eiweiBfremder 
Substanzen verursacht ist. 


Zusammenfassung. 

1. Die Saéurehydrolyse der Phosphorsiurebindung in Phosphor- 
proteinen ist eine monomolekulare Reaktion. Die Reaktionskonstante 
ist fiir verschiedene untersuchte Phosphorproteine und Peptone an- 
nihernd iibereinstimmend und gleich der der Serinphosphorsaure. 
Der Wert der Konstanten ist fiir 2,5n HCl 3.10-2 (¢ = Stunden). 
Hieraus ergibt sich mit Wahrscheinlichkeit, da ~ Serinphosphor- 
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siure die einheitliche Phosphorsiure-bindende Gruppe der Phosphor- 
proteine ist. 
2. Es wurden einige orientierende Versuche mit Ichthyulin aus 


Dorschrogen angestellt. 
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Eine Methode 
zur Bestimmung des Rhodans in biologischem Material. 


Von 
Konrad Lang. 
(Aus der stadtischen Krankenanstalt Kiel.) 


(Eingegangen am 6, April 1933.) 


Vor kurzem konnte ich den Nachweis erbringen!, daB das Rhodan 
im tierischen Organismus durch einen enzymatischen ProzeB entsteht, 
und ich konnte auch den Mechanismus dieser Reaktion aufklairen 
und die Rhodanese, das die Rhodansynthese aus Blauséiure und Schwefel 
katalysierende Ferment, naher charakterisieren. Da sich Rhodanese 
in nahezu allen tierischen Geweben nachweisen lieB, darf man annehmen, 
daB die Rhodanbildung ein ganz allgemeiner zellularer ProzeB ist 
und daB die Blausaure als ein regelmaBiges Produkt des intermediiren 
Stoffwechsels aufgefaBt werden muB. In weiteren Versuchen habe ich 
mich bemiht, auf diesen neuen Erkenntnissen fuBend einen naheren Ein- 
blick in den Rhodanstoffwechsel des Menschen unter physiologischen und 
pathologischen Verhaltnissen zu gewinnen. Die Durchfiihrung derartiger 
Untersuchungen erfordert aber genaue Analysen des Rhodangehaltes 
der verschiedensten Sekrete und Exkrete des Kérpers. In der Literatur 
liegen zwar schon zahlreiche Angaben in dieser Hinsicht vor. Eine 
kritische Uberpriifung der bisher zu Rhodanbestimmungen in_ bio- 
logischem Material verwendeten Methoden ergab aber eine vollkommene 
Unzulanglichkeit derselben und damit berechtigte Zweifel an der 
Richtigkeit der mit diesen Methoden erhaltenen Resultate. Ich sah 
mich daher gezwungen, zunichst eine einwandfreie Methode zur Be- 
stimmung des Rhodans auszuarbeiten, die im folgenden beschrieben wird. 


1. Kritik der bisherigen Methoden der Rhodanbestimmung. 


Munk?* fiihrte seine Rhodanbestimmungen im Urin und Speichel 
derart durch, daB er alle mit Silber ausfallbaren Substanzen niederschlug, 


1 Diese Zeitschr. 259, 243, 1933. 
2 Virchows Arch. 69, 350. 1877. 
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den Silberniederschlag veraschte und den Rhodanschwetel als Barium- 
sulfat zur Wagung brachte. Voraussetzung fiir die Zuverlassigkeit dieser 
Methode ist es also, dali das Rhodan die einzige schwefelhaltige Substanz 
in dem betreffenden Substrat ist, die ein schwerlésliches Silbersalz liefert. 
Diese Voraussetzung trifft aber fiir biologische Fliissigkeiten keineswegs 
zu. Eine nahere Kritik der Wunkschen Methode eriibrigt sich, insofern 
schon von A. Meyer! daraut hingewiesen wurde, dab durch Mitertassung 
anderer schwefelhaltiger Substanzen stets viel zu hohe ..Rhodanwerte* 
erhalten werden. S. Lang? schlug zur Rhodanbestimmung einen anderen 
Weg ein. Er fiihrte in einer Portion des zu untersuchenden Materials eine 
Silbertitration nach Volhard durch, veraschte darauf eine zweite Portion 
und wiederholte in der Aschenlésung die gleiche Titration. Die Differenz 
zwischen den beiden Titrationswerten bezog er aut Rhodan. Auch diese 
Bestimmungsart liefert in biologischem Material stets viel zu hohe Werte, 
denn auBer dem Rhodan werden noch zahlreiche organische Verbindungen 
mit Silber ausgefallt. die bei der Veraschung zerstOrt werden. Ich erinnere 
in dieser Beziehung nur an Purinkérper, Oxyproteinsiuren, ferner die 
Harnfarbstoffe, die zum Teil schwer lésliche Silbersalze geben. zum Teil 
auch bei der Silberfallung mitgerissen werden. Wohl am haufigsten wurde 
zur Rhodanbestimmung, zumal im Urin, die Methode von Rupp und 
Schiedt® angewendet. Das Prinzip dieser Methode griindet sich darauf, 
daB Rhodanide durch Jod in bicarbonatalkalischem Milieu oxydiert werden. 
Zur Rhodanbestimmung im Urin geht man nach Edinger und Clemens? 
derart vor, daB man zunachst mit Silbernitrat alle mit Silber ausfallbaren 
Substanzen niederschlagt. den Silberniederschlag mit einer bekannten 
Jodlésung und Bicarbonat behandelt und den UberschuB an Jod mit 
Thiosulfat zuriicktitriert. In reinen Salzlé6sungen liefert diese Methode 
ganz ausgezeichnete Resultate, sie versagt aber in so komplizierten Substanz- 
gemischen, wie sie biologische Fliissigkeiten darstellen. Denn Voraussetzung 
fiir die Anwendbarkeit dieses Vorgehens ist es, dali das Rhodan die einzige 
mit Silber ausfallbare Substanz ist, die sich durch Jod oxydieren labt. 
Das trifft aber keineswegs zu, die Griinde sind die gleichen, wie ich sie 
schon bei Besprechung der Methode von S. Lang erwihnt habe. Auch die 
Titration der Rhodanide nach Rupp und Schiedt liefert in biologischem 
Material stets viel zu hohe Werte, meist das Fiinf- bis Zehnfache des wirklich 
vorhandenen Rhodans, wie aus meinen Versuchen hervorgeht. 


Rhodanbestimmungen in sehr rhodanarmen Medien, wie z. B. Blut, 
wurden bisher fast ausnahmslos kolorimetrisch durch Messung der Rot- 
farbung nach Zusatz von Ferrisalzen durchgefiihrt. Diese Bestimmungsart 
ist zur Bestimmung kleiner Rhodanmengen absolut verwerflich. Denn 
diese Farbenreaktion ist vollkommen unspezifisch und darf daher in einem 
so komplizierten Gemisch, wie es das Blut ist, nicht kritiklos angewendet 
werden. Es kommt noch hinzu, daB zahlreiche Substanzen die Farbintensitat 
des Rhodaneisens beeinflussen, wie z. B. Oxysiiuren, Phosphate und nicht 
zuletzt die meist als EnteiweiBungsmittel gebrauchte Trichloressigsdure. 
Die mittels dieser Methode erhaltenen ..Rhodanwerte* sind vollkommen 


1 Deutsch. Arch. f. klin. Med. 79, 194, 1904. 

2 Arch. f. exper. Pathol. 34, 253, 1894. 

3 Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 35, 2191, 1902. 
4 Zeitschr. f. klin. Med. 59, 218, 1906. 
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unkontrollierbar worauf auch schon Becher! hingewiesen hat. Ganz vor- 
ziigliche Dienste leistet diese kolorimetrische Eisenmethode dann, wenn 
sehr groBe Rhodanmengen zu bestimmen sind und das Rhodan die einzige 
Variable in dem zu untersuchenden Analysengemisch ist, d. h. wenn man 
die Phosphat- und Trichloressigsiurekonzentration konstant halten kann, 
wie z. B. in Modellversuchen iiber die enzymatische Rhodansynthese. 


2, Eine neue Methode zur Bestimmung des Rhodans. 


Im Gegensatz zu den friiheren Verfahren handelt es sich hierbei 
um eine Methode, bei der nur das Rhodan bestimmt wird, da ihr eine 
fiir das Rhodan spezifische Reaktion zugrundeliegt. Das Prinzip der 
Methode griindet sich darauf, daB das Rhodan in die von Spacu? be- 
schriebene komplexe Kupfer-Pyridin-Rhodanverbindung von der 
Formel [Cu (Py),](SCN), tibergefiihrt wird. Zu diesem Zweck wird 
zunichst das Rhodan als Silbersalz ausgefallt, der Silberniederschlag 
mit H,S zerlegt, die Fliissigkeit auf ein kleines Volumen eingeengt 
und durch Zugabe von Kupfersulfat und Pyridin die erwahnte Komplex- 
verbindung erzeugt. Durch Ausschitteln mit Brombenzol wird die 
gelblich-griin gefirbte Komplexverbindung isoliert und die Farben- 
intensitat der Brombenzolphase im Stufenphotometer gemessen. Die 
Methode ist recht empfindlich, sie erlaubt Rhodanmengen bis zu 5 y 
HSCN quantitativ zu erfassen. 


a) Durchfiihrung der Rhodanbestimmung im Blute. 
! q q 


1 Teil Oxalatblut oder Serum wird mit 1 Teil Wasser verdiinnt und 
durch Zugabe von 1 Teil 20°,ig. Trichloressigsiure enteiweiBt. Nach 
einigem Stehen wird zentrifugiert und 90cem klares Zentrifugat (ent- 
sprechend 30cem Blut oder Serum) in einem Zentrifugenglas mit 10 cem 
n Silbernitratlésung gefallt. Nach einstiindigem Stehen wird zentrifugiert, 
die oben stehende Fliissigkeit abgesaugt und der Niederschlag zweimal 
mit Wasser und einmal mit Alkohol ausgewaschen. Dann wird der Nieder- 
schlag in 10 bis 20cem Wasser suspendiert und in der Siedehitze unter 
standigem Reiben mit dem Glasstab Schwefelwasserstoff bis zur vélligen 
Zerlegung des Niederschlags eingeleitet. Man saugt vom ausgefallenen 
Ag,S ab und wischt griindlich mit Wasser nach. Nach Entfernung des 
H,S durch Durchliiften wird die Fliissigkeit in kleinen Glasschalen auf 
dem Wasserbad bis auf ein Volumen ven etwa 3 ccm eingeengt, zu starkes 
Einengen ist zu vermeiden, da es zu Verlusten fiihrt. Dann wird die Fliissig- 
keit in ein mit eingeschliffenen Glasstopfen versehenes graduiertes, 10 cem 
fassendes Zentrifugenglas iibergefiihrt, unter Nachspiilen mit Wasser auf 
ein Volumen von 6ccem gebracht und mit 1 cem Pyridin und 1 ccm einer 
10 %ig. Kupfersulfatlésung versetzt. Die Fliissigkeit fairbt sich dadurch 
intensiv kornblumenblau. Mitunter ist es nétig, nochmals 0,5¢cm der 
Kupfersulfatlésung zuzusetzen. Dann wird dreimal mit je 1 cem Brom- 
benzol ausgeschiittelt, kurz zentrifugiert, die Brombenzolphase mit einer 


1 Miinch. med. Wochenschr. 1932, S. 1. 
2 Chem, Centralbl. 1922, IV, 737. 
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Kapillarpipette aufgesaugt und durch eine kleines Filter filtriert. Die 
vereinigten Brombenzolphasen werden dann unter Vorschaltung des 
Filters 8 43 photometriert. Da bei Rhodanmengen in der GroBenordnung, 
wie man sie aus dem Blut isoliert, das Beersche Gesetz noch nicht streng 
giltig ist. stellt man sich zweckmaBigerweise eine Eich kurve fiir das Stupho 
her darch Messung der Farbintensitat bekannter Rhodanlésungen, indem 
man 6cem Rhodanlé6sung mit 1 ecem Pyridin und | cem Kupfersulfat ver- 
setzt und dreimal mit Je 1eem Brombenzol ausschiittelt. 


Der normale Blutrhodanspiegel liegt zwischen ICO und 200 y-°,,. 


b) Die Rhodanbestimmung in anderen Substraten. 


Normale, eiweiBfreie und nicht iibermaBig farbstofthaltige Urine kann 
man direkt nach schwachem Ansiuern mit Silbernitrat ausfallen. Am 
besten verwendet man 10 bis 20cem Urin zur Analyse.  Pathologische 
Urine behandelt man zunachst mit kolloidalem Eisenhydroxyd, indem 
man 9 Teile Urin mit 1 Teil des kaéuflichen kolloidalen Eisenhydroxyds und 
einigen Tropfen einer gesattigten MgS O,-Loésung versetzt und nach griind- 
lichem Durchmischen filtriert. Ein aliquoter Teil des Filtrats wird dann 
nach Anséiuern mit Silber ausgefallt. Der weitere Analysengang ist der 
gleiche, wie fiir das Blut beschrieben. 

Kot wird folgendermaBen zur Analyse vorbereitet: 10g Kot werden 
mit Wasser innig zerrieben, in einen 100 cem-MeBkolben  tibergespiilt, 
10 ccm kolloidales Eisenhydroxyd, 1 cem einer gesittigten MgS O,-Losung 
zugegeben und mit Wasser zur Marke aufgefiillt. Nach griindlichem Durch- 
schiitteln wird zentrifugiert und in einem aliquoten Teile des Filtrats, am 
besten 5g Kot entsprechend, die Analyse durchgefiihrt. 

Von Galle, Speichel und Magensaft versetzt man je 1 Teil mit 8 Teilen 
Wasser und | Teil kolloidalem Eisenhydroxyd und fallt aliquote Teile des 
Filtrats mit Silbernitrat aus Da die Rhodankonzentration in der Calle 
sehr gering ist, sie liegt in der gleichen GréBenordnung wie die des Blutes, 
so muB man von geniigend Ausgangsmaterial ausgehen.  Speichel und 
Magensaft enthalten im allgemeinen sehr viel Rhodan, so dali man mit 
2 bis 5cem auskommt. Um Speichel genau abmessen zu kénnen, empfiehlt 
es sich, ihn zunachst scharf zu zentrifugieren. 

Zur Rhodanbestimmung im Liquor cerebrospinalis enteiweiBbt man 
den Liquor zunichst, indem man 9 Teile Liquor mit | Teil 20° ig. Tri- 
chloressigséure versetzt. Die Rhodankonzentration im Liquor ist etwa die 
gleiche wie im Blute. 


c) Diskussion der Methode. 

Cher die Brauchbarkeit des geschilderten Verfahrens zur Be- 
stimmung des Rhodans in reinen Lésungen orientiert die Tabelle I. 
Dah die Methode auch zur Bestimmung des Rhodans in biologischem 
Material geeignet ist, geht aus Zusatzversuchen hervor, die in den 
Tabellen II (Blut) und III (Urin) wiedergegeben sind. 

Die EnteiweiBung mit Trichloressigsiure bedingt keine Rhodan- 
verluste. Die Angabe von Becher (1. c.) in dieser Beziehung ist unzu- 
treffend, allerdings bewirkt ein Zusatz von Trichloressigsiure eine 


Biochemische Zeitschrift Band 262. 2 
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Tabelle 1. 


Rhodanbestimmungen in reinen Lésungen. 





Vorgelegt Gefunden Differenz 
y HSCN y HSCN in °/o 
29,5 28,0 — 5,1 
59,0 58,0 — 1,7 
118,0 120,0 + 1,7 
256,0 2460 + 4,2 


Tabelle I I. 


Rhodanzusatzversuch zu Blut. 





Vorgelegt Gefunden Theorie Ditferenz 
y HSCN y HSCN y HSCN in © 
0 37 — oaiad 
24 5S 61 — 49 
36 69 73 — 4,1 
48 82 85 3.5 


Tabelle III. 


Rhodanzusatzversuch zu Urin. 





Vorgelegt Gefunden Theorie Ditferenz 

y HSCN y HSCN y HSCN in °/; 
0 56 — — 
59 106 115 — 7.8 

* 118 170 174 — 23 


Abschwachung der Farbintensitaét von Rhodaneisen infolge Komplex- 
bildung, aber es wird auch bei mehrstiindigem Stehen keine Spur von 
Rhodan zerstért. Trotz der geringen Rhodankonzentration im Blute 
erfolgt die Ausfillung als Silbersalz quantitativ, da infolge der An- 
wesenheit zahlreicher anderer mit Silber fallbarer Substanzen eine 
massive Fallung entsteht, die alles Silberrhodanid mitreiBt. 

Der wichtigste Punkt bei dem ganzen Analysengang ist die voll- 
kommene Zerlegung des Silberniederschlags durch H,S. Sie wird 
nur durch griindliches Zerreiben des meist grobflockigen Niederschlags 
mit dem Glasstab gewiahrleistet. Die einzigen Substanzen, welche die 
Bestimmung stéren kénnen, sind in organischen Lésungsmitteln lésliche 
Farbstoffe, wie z. B. Gallenfarbstoffe. Ihre Entfernung gelingt mit 
Sicherheit durch Vorbehandlung der Substrate mit kolloidalem Eisen- 
hydroxyd. 

Ist das Analysenmaterial sehr stark rhodanhaltig, so geniigt unter 
Umstanden ein dreimaliges Ausschiitteln mit Brombenzol nicht, um 
die Kupfer-Pyridin-Rhodankomplexverbindung quantitativ der wasse- 
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rigen Fliissigkeit zu entziehen. In diesem Fall muB man 6fter aus- 
schiitteln, was natirlich b,»i der Berechnung der Analyse mit zu beriick- 
sichtigen ist. 

Zusammentassung. 

Eine kritische Uberpriifung der bisher zur Bestimmung des Rhodans 
in biologischem Material verwendeten Verfahren ergab deren véllige 
Unzulinglichkeit, da neben dem Rhodan noch wechselnde Mengen 
anderer Substanzen mitbestimmt wurden. Die mit diesen Methoden 
erhaltenen ,,Rhodanwerte** betragen in rhodanarmen  Substraten 
das Vielfache des tatsichlich vorhandenen Rhodans. 

Es wird eine neue Methode zur Bestimmung des Rhodans mit- 
geteilt, die sich auf eine fiir das Rhodan spezifische Reaktion griindet. 








Untersuchungen iiber Urikolyse. III. 
Untersuchungen iiber die Spaltprodukte der fermentativen Harnsaurespaltung. 


Von 
Hans Kleinmann und Heinz Bork. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Institutes der Universitat 
Berlin, Charité.) 


(Eingegangen am 23, Februar 1933.) 


{. Einleitung. 


Die Untersuchung derjenigen Produkte, die bei der oxydativen 
Aufspaltung der Harnsaure entstehen, ist schon seit langer Zeit Gegen- 
stand der Forschung gewesen. Es mu$ davon abgesehen werden, auf 
die Ergebnisse der zahlreichen, mit verschiedenen Oxydationsmitteln 
unter variierten Bedingungen angestellten Untersuchungen einzugehen. 
Es sei vielmehr unmittelbar an die Untersuchung von Biltz und Mit- 
arbeitern (1), insbesondere von Biltz und Schauder (2) angekniipft, die 
von den neueren Untersuchungen die grundlegenden Ergebnisse 
und Anschauungen zu enthalten scheinen. 


Die Autoren zeigten, daB es weniger von dem Oxydationsmittel selbst 
als von der Reaktion der Lésung und ihrer chemischen Weiterbehandlung 
abhangt, welche Produkte der Oxydation erhalten werden. Sie unter- 
scheiden im wesentlichen vier typische Arten der Harnsaureoxydation, «lit 
zu verschiedenen Endprodukten fiihren, und zwar die Oxydationen in stark 
saurem, stark alkalischem und neutralem bis schwach alkalischem Milieu, 
denen sich als besondere Gruppe dann noch die Oxydation mit Wasserstoff- 
superoxyd in neutralem bzw. schwach alkalischem Milieu anschlieBt. Von 
der Oxydation in stark saurem Milieu, die zu Alloxan, Parabansaure oder 
zu einem Gemisch beider fiihrt, kann hier abgesehen werden. Dagegen 
interessiert wesentlich die Oxydation in stark alkalischem Milieu. 

Durch die Untersuchungen von Behrend (3), sowie von Biltz und Mit- 
arbeitern (1) (2), ist mit hoher Wahrscheinlichkeit festgestellt worden, 
daB sich bei stark alkalischer Reaktion unabhangig von der Art des Oxy- 
dationsmittels (Bleidioxyd, Mangandioxyd, Luftsauerstoff. Ozon, Per- 
manganat u.a.) aus der Harnsaéure zunachst Oxyacetylendiureincarbon- 
saure bildet. 

Die Bildung ist so zu denken. da8B im Molekiil der Harnsaure nach 
Lésung der Ringbildung | — 6 die Bindung | 5 erfolgt, wobei die Atome 
des Wassers und Sauerstoffs angelagert werden. Wie dieser erste Eingriff 
auf das Harnsaéuremolekiil im einzelnen erfolgt (Wasseranlagerung mit 
folgender Dehydrierung) ist noch unbekannt. 
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Die Produkte, die aus dieser (unbestandigen) Verbindung zu erhalten sind. 
richten sich nach der weiteren Verarbeitung der LOsung. Erhitzt man die al- 
kalische Lésung, so erfolgt eine Aufspaltung beider Ringsysteme und zwat 
an dem C-Atom, das die Hydroxylgruppe tragt, und es entsteht (roxvansdure. 
Sauert man aber das alkalische Oxydationsgemisch schwach an, so scheidet 
sich beim Zusatz von Alkohol Oxonsdure ab. Die Umsetzungen gehen iiber 
die Oayacetylendiureimcarbonsdure. Wird jedoch aus der essigsauer ge- 
machten Oxydationslésung die Oxonsiure nicht ausgefallt, sondern die L6- 
sung eingedampft, so kristallisiert beim Abktihlen Al/antoim aus. Die Bil 
dung von Allantoin fiihrt tiber Oxyvacet vlendiurein. Dieses Offnet den Ring 
hydrolytisch an dem C-Atom, welches das Wasserstoffatom tragt, wobei 
Wasser abgespalten wird. 


COOH H 
NH.C.NH NH.C.NH 
Oc co —> Oc co 
NH.C.NH NH.C.NH 
OH OH 
Oxyacetylendiureincarbonsiure. Oxyacetylendiurein. 
H NH, NH, 
NH.C.OH CO NH.CO re) 
—~ OC — oc 
NH.C NH NH.CH. NH 
OH Allantoim 


Im nahen Zusammenhang mit der alkalischen Oxydation steht die 
Oxydation in schwach saurem, neutralem oder schwach alkalischem Milieu. 
Hier entsteht neben Harnstoff und etwas Oxvalsdure Oxalursdure und als 
Nebenprodukt Owalyldiureid (so z. B. bei der Oxydation in kohlensaurer 
Lésung, die durch Bicarbonat schwach alkalisch gehalten wird). Auch 
diese Oxydation geht iiber Oxryacetylendiureincarbonsdure, und zwar ist 
als Zwischenprodukt ebenso wie bei der Oxydation zu Allantoin O.ryacel ylen- 
diurein anzunehmen, das gemabB folgendem Schema weiter zu Harnstoff und 
Ovalursdure zertallen kann. 


COOH 
NH.C.NH 
Of co — CO, 
NH.C.NH 
OH 
Oxyacet ylendiureincarbonsaure. 
H OH 
NH.C.NH - NH.C.NH 
— Of co > Ov Co 
NH.C.NH NH.C.NH 
OH OH 
Oxyacet ylendiurein. Dioxyacetylendiurein. 
NH, 
NH, COOH CO 
> OC + 
NH, Oc NH 


Harnstoff. Oxalursaure. 
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Hinsichtlich aller Einzelheiten sei nochmals auf die Arbeit von Puiltz 
und Schauder (2) verwiesen. 

Diesen drei Oxydationstypen steht die Oxydation der Harnséure mit 
Wasserstoffsuperoxyd (sowohl in neutralem als alkalischem Milieu) gegen- 
liber, die zu anderen Endprodukten, namlich neben Allantoin und Oxon- 
sdure zu den sonst nicht beobachteten Carbonyldiharnstoff und Cyanur- 
saure fihrt. 

Die Ergebnisse der Biltzschen (1) (2) Arbeiten sind im allgemeinen 
durch neuere Arbeiten weiter bestatigt worden. [Vgl. (4) bis (10).] 

So fand K.Ohta (4) beim Abbau der Harnséure mit Wasserstoff- 
superoxyd und Eisensalz Carbonyldiharnstoff, Harnstoff, Oxalsaiure und 
Ammoniak. 1. H. Pfaltz (5) bei der Oxydation durch Ferrosalz Harnstoft 
zu etwa 299%), L. Piausx (6) bei der katalytischen Oxydation der Harnséure 
in alkalischem Milieu durch Eisen und Mangan 50%) der theoretischen Aus- 
beute an oxonsaurem Salz. J. More (7) stellte bei der Oxydation der Harn- 
siure in alkalischem Milieu durch Jod als Zwischenkérper das Amid der 
Allantoxansaure fest. F. Chrometzka (8) tindet bei der Harnsiureoxydation 
durch Wasserstoffsuperoxyd bei einem py von 8,85 bis 9,0 Allantoin, 
Carbonyldiharnstoff und Tetracarboniurid. A. Schittenhelm und K. War- 
nat (9) zeigten weiter, da bei der H,O,-Oxydation aus dem Allantoin 
uber Allantoxanséure Carbonyldiharnstoff erhalten werden kann. 

In neuester Zeit wurde die Oxydation der Harnsiure durch Wasser- 
stoffsuperoxyd unter physiologischen Bedingungen von Wieland und 
Maerae (10) untersucht. Die Autoren fanden als Abbauprodukte Harn- 
stoff, Oxalsiure, Carbonyldiharnstoff, Cyanursaiure und Allantoin. 

Wahrend diese Untersuchungen sich meist mit der Wasserstoffsuper- 
oxydoxydation befaBten und hierbei zu denselben Spaltprodukten kamen 
wie Jiltz (1) und Mitarbeiter, gelang es neuerdings Schuler und 
Reindel (11) die Biltzsche Anschauung zu bestatigen, daB die alkalische 
Oxydation der Harnsiure iiber Oxyacet ylendiureincarbonsaure fiihrt. Wir 
verdanken den Autoren den schénen Befund, dai sie bei der alkalischen 
Permanganatoxydation die entstehende Oxyacetylendiureincarbonsaure 
fassen und als Schwermetallsalz isolieren konnten. 


Weit unbekannter als die Produkte des Harnsiureabbaues mit 
chemischen Oxydationsmitteln sind die Produkte der fermentativen 
Oxydation. Unsere Kenntnis hiervon griindet sich besonders auf die 
grundlegenden Untersuchungen von Wiechowski, der als wesentliches 
Produkt der fermentativen Harnsaureoxydation das Allantoin hinstellte. 


Es ist von spéteren Untersuchern diese Angabe Wiechowskis (12) fast 
nie bestritten worden, sondern es wurde vorziiglich darauf gesehen, den 
Weg zum Allantoin aufzuklairen. [Vgl. (13) bis (16).] 

Nach den Untersuchungen von Felix (18) und seinen Mitarbeitern 
laBt sich die Urikolyse so leiten, daB in der ersten Phase der gréBte Teil 
der Harnsaéure nur bis zu einem Zwischenprodukt oxydiert wird, aus dem 
in zweiter Phase durch Abspaltung von CO, Allantoin entsteht. Uroxan- 
siure wurde gepriift und kommt als Zwischenprodukt nicht in Frage. 
Das mutmaBliche Zwischenprodukt, welches aus der Harnséure durch 
Oxydation und Hydrolyse entsteht, enthalt eine mit HNO, nachweisbare 
NH.-Gruppe. In Gegenwart von Essigsiure spaltet es auf Zusatz von 
Xanthydrol ein Molekiil Harnstoff ab. Als Rest ist vielleicht Allantoxan- 
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siure anzusehen. Von den Zwischenprodukten aus besteht also die Méglichkeit 
einer Bildung von Harnstoff aus Harnsaure. Von Schuler (19) ist weiter 
versucht worden, diesem Zwischenprodukt nachzugehen. Er konnte zeigen, 
das das Zwischenprodukt eine starkere Saéure als Harnsaure sein soll, in 
saurer Lésung leicht Kohlenséure abspaltet und in essigsaurer Lésung 
Harnstoff liefert. Auch muBte es nach Schuler (19) die Allantoinreaktion 
(Fosse-Bossuyt) geben. Schuler (11) vermutet, daB der fermentative Abbau 
analog dem chemischen tiber die Oxyacetylendiureincarbonsaure geht. 


II. Qualitative Aufarbeitung der fermentativen Spaltprodukte. 


Bei der vorliegenden Aufarbeitung der Spaltprodukte der fermen- 
tativen Harnsiureoxydation kam es auf Grund der unter I. dar- 
gelegten Erfahrungen darauf an, die Harnsdiureoxydation ohne irgend- 
einen sekundaren chemischen Eingriff vor sich gehen zu lassen. Denn 
wenn, wie Biltz und Schauder (2) zeigten, ein Ansiuern des Oxydations- 
gemisches nach der Oxydation geniigte, um vollig verschiedenartige 
Oxydationsprodukte gewinnen zu lassen, so war eine Erkenntnis der 
fermentativ gelieferten Spaltprodukte nur dann méglich, wenn bis 
zur Gewinnung derselben kein chemischer Eingriff die Spaltprodukte 
beeinfluBte. Es war daher auch notwendig, die Urikolyse so zu 
leiten, daB sie das Substrat aufbrauchte, damit keine Entfernung 
iiberschiissiger Harnsiure durch Ansauern [wie dies z. B. Wieland und 
Maerae (10) bei der Wasserstoffsuperoxydoxydation durchfiihrten] not- 
wendig wurde. Aus dem gleichen Grunde wichen wir auch von dem 
Vorgehen Wiechowskis ab, der Harnsiure durch Gewebsextrakte oder 
Gewebspulver spalten lieB, dann das zugesetzte EiweiB entfernte 
und das Filtrat chemisch auf Allantoin aufarbeitete. Vielmehr erschien 
es notwendig, ein so reines Fermentpraparat anzuwenden, dai 
sein organischer Trockenriickstand vollkommen bei der Aufarbeitung 
der Spaltprodukte vernachlissigt werden konnte. Die Gewinnung 
eines solchen Fermentpriparates ist in einer vorangehenden Arbeit 
(Mitteilung II) dargestellt worden. Mit einer derartigen, hoch 
gereinigten Urikase wurde dann eine 100° ige Urikolyse erzwungen, 
worauf die Spaltprodukte bei neutraler Reaktion bei niedriger Tem- 
peratur im Vakuum eingedampft wurden. Diese Praparate dienten 
dann den vorliegenden Untersuchungen. 

Zuniichst sei die qualitative Aufarbeitung besprochen. 

Zur Gewinnung einer hinreichenden Menge Spalt produktmaterials 
geniigten die bisher gebrauchten Ansitze von 20.0 mg Harnséure nicht 
mehr. Es wurde daher von Ansitzen mit 1,0 g Harnsaéuregehalt ausgegangen. 
Um zu einem Eluat II zu gelangen, das imstande ist. 1.0 g Harnsiiure ab- 
zubauen, gingen wir von je 400,0cem Leberextrakt aus (entsprechend 
40,0 g Trockenpulver). Diese 400 ccm Leberextrakt werden bei px 4.0 
zweimal mit je 40,0 g Edelkaolin, das mit konz. Salzsiéure gereinigt war, 
versetzt und zentrifugiert. Die vereinigten Adsorbate werden sechsmal 
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mit je 85,0cem n/100 Ammoniak eluiert. Das so erhaltene Eluat I wird 
nochmals bei py 4,0 zweimal mit derselben Menge Edelkaolin behandelt 
und das gewonnene Adsorbat I] sechsmal mit je 85,0 cem n/ 100 Ammoniak 
eluiert. 

Dieses Eluat I] wird dann zur Aufspaltung von 1,0 g Harnsaure benutzt. 
Die Zusammensetzung des Spaltansatzes war folgende: 

1000,0 com) Harnsaurelésung, die 1,0 g Harnsaure als Lithiumurat 
gelést enthielten, werden mit 75,0 cem n/10 HCl auf py 8.85 gebracht. 
500.0 cem des wie oben hergestellten Eluats Il werden hinzugegeben, 
worauf mit Wasser auf 3500 ccm aufgefiillt wird. Der Ansatz wird im 
Thermostaten auf 37° gehalten und wahrend der gesamten Spaltzeit von 
72 Stunden ein langsamer Sauerstoffstrom durch den Ansatz geleitet. 
Infolge der Siituerung des Ansatzes durch die gebildete Kohlensaure werden 
zur py-Einhaltung nach 2, 4 und 6 Stunden je 12,5 cem n/10 NaOH, 
nach 20 Stunden 62,5 cem und nach 24 Stunden 12,5 cem_ hinzugefiigt. 
Nach 48 Stunden werden 500,0 cem wie oben frisch hergestellten 
Eluats Il hinzugegeben. Dies ist erforderlich, um nach weiteren 24 Stunden 
eine v6llige Aufspaltung der gesamten Harnséiure zu erzielen. Nach 
72 Stunden Gesamtspaltzeit wird der Ansatz scharf zentrifugiert und an- 
schlieBend filtriert, um alles fein verteilte Kaolin zu entfernen. Der leicht 
getribte Ansatz wird hierbei vollkommen klar. Darauf wird der gesamte 
Ansatz an der Wasserstrahlpumpe im Vakuum bei einer Wasserbadtempe- 
ratur von 70° bis auf 50,0 cem eingeengt (bei spateren Versuchen wurde der 
Ansatz vor dem Einengen genau neutralisiert). Hierauf wird die Lésung, die 
etwas feste Substanz ausgeschieden hat, mit derselben in eine kleine 
Kristallisierschale hiniibergespiilt und im Vakuum bei Zimmertemperatur 
an der Wasserstrahlpumpe bis auf 20,0 ccm eingeengt. 

Es wurde nun versucht, zunachst mit den Methoden der fraktionierten 
Kristallisation die Zusammensetzung der Spaltprodukte autzuklaren. 
Hierzu wurde zunachst die ausgeschiedene Substanz scharft abzentrifugiert, 
mit Wasser gewaschen und gewogen. Die erhaltenen 0,1224 ¢ Substanz 
enthielten nur Spuren organischen Materials, zeigten sich unléslich in 
heiBem und kaltem Wasser wie in Alkohol, zeigten keinen Schmelzpunkt 
und erwiesen sich als Kaolin, das bei dem Einengen der Lésung 
zum Ausfillen gelangte. Die Mutterlauge wurde weiter auf 10,0 cem ein- 
geengt. Da eine Probe mit Alkohol eine weiBe, flockige Fallung zeigte, 
wurde die gesamte Mutterlauge zweimal mit je 25,0 cem absoluten Alkohols 
versetzt und zentrifugiert. Die Niederschlige wurden vereinigt, mit Alkohol 
gewaschen und getrocknet (0.3240 ¢). Die Substanz zeigte in der Analyse 
einen Aschegehalt von rund 70%. Sie wurde daher in 28 °jigem Alkohol 
umkristallisiert ; die einzelnen Kristallate wurden wieder auf ihren Asche- 
gehalt gepriift. Trotz mehrfacher Umkristallisation gelang es nicht, auch 
nur zu einigermaBen aschefreien Produkten zu kommen. Hingegen gelang 
es, in der Mutterlauge, aus der die Substanz durch die Alkoholfallung ge- 
wonnen war, durch Fallung mit CaCl, Oxalsiure wahrscheinlich zu machen. 


Es konnte also bei dieser Form des Vorgehens, durch fraktionierte 
Kristallisation die Spaltprodukte zu trennen, nicht erreicht werden, 
einzelne gut kristallisierende Fraktionen zu erhalten, wie dies Wieland 
und Maerae (10) bei der Wasserstoffsuperoxydoxydation durchfihrten. 
Wurden Fraktionen durch Zusatz von Alkohol gewonnen, so lieBen sie 
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sich von dem durch den Salzgehalt der Ansitze bedingten anorganischen 
Bestandteilen nicht trennen. Das Ergebnis dieser hier nur in einem 
Beispiel angedeuteten Arbeitsrichtung war, da Oxalsiure wahrschein- 
lich gemacht wurde und die Erkenntnis, daB von den Spaltprodukten 
ein Teil der Substanz alkoholléslich ist, ein anderer nicht. 


Auf Grund dieser Beobachtung wurde eine andere Trennungsform 
ausgearbeitet. Zundchst wurde die Spaltproduktgewinnung in einigen 
Punkten geandert. 


Es hatte sich gezeigt, daB Eisen, welches sich bei der Aufarbeitung 
als st6rend erwies, aus dem zur Fermentreinigung verwendeten Edelkaolin 
stammte. Das Kaolin wurde daher noch langer als bisher und verschiedene 
Male mit konz. Salzsaéure in der Hitze behandelt und hierauf anschlieBend 
mit konz. Natronlauge, dann wieder mit konz. Salzsiure ausgekocht, um 
alle léslichen Bestandteile aus dem Kaolin zu entternen. SchlieBlich wurde 
es so lange mit Wasser gewaschen, bis der letzte Rest von Salzsaure entfernt 
war. Dieses hochgradig gereinigte Kaolin wurde von nun an stets zur lier- 
stellung des Eluats II verwendet. 


Des weiteren stérte die Identifikation der Spaltprodukte, daB die 
Salze der eventuell vorhandenen organischen Sauren uneinheitlich als 
Mischung von Lithium- und Natriumsalzen vorlagen. Es wurde daher die 
gesamte Harnsaiure nicht mehr als Lithium-, sondern als Natriumsalz 
gelést. Sonst wurde der Ansatz wie oben beschrieben durchgefiihrt. Nach 
der v6élligen Spaltung wurde der Ansatz vor dem Einengen mit n/10 111 
genau neutralisiert und im Vakuum vollkommen zur Trockne gebracht. 
Das Gewicht des Riickstandes betrug in einem Beispiel 3.7432 g. 


Die Trockensubstanz wurde im Sowhlet-Apparat mehrere Tage mit 
absolutem Alkohol und hierauf mit Ather erschépfend extrahiert. Jeder 
der beiden Extrakte wurde zur Trockne gebracht. Hierbei zeigte sich. dals 
praktisch kaum atherlésliche Substanz vorhanden war, wihrend der in 
Alkohol lésliche Anteil in dem genannten Beispiel 28°, des Gesamtriick- 
standes ausmachte. Der nach der Behandlung mit Alkohol und Ather 
verbleibende Riickstand wurde viermal mit je 10 cem  destillierten 
Wassers von 37° behandelt und die Lésung scharf zentrifugiert. Der 
wasserlésliche Anteil betrug rund 62 bis 64°,. der unl6sliche Riick- 
stand nur etwa 8 bis 10°). Er enthalt Spuren organischer Substanz und be- 
steht im wesentlichen nur aus Kaolin. Zunichst wurde der alkohollésliche 
Teil aufgearbeitet. Eine Aschebestimmung ergab 27.3°, anorganische 
Asche und 62,7 °9 organische Substanz. Eine kleine Probe der Substanz wurde 
in Wasser gelést, mit Silbernitrat von Chlor betreit, der Silberiiberschuls 
durch Schwefelwasserstoff entfernt und das Filtrat mit Mercurinitrat 
gepriift. Die entstehende weibe, flockige Fallung wies auf Allantoin hin. 
Es wurde daher die gesamte alkohollésliche Substanz in Wasser gelést, mit 
Eisessig angeséuert und durch Fallung mit Silbernitrat von Chlor befreit 
Das iiberschiissige Silber wird als Silbersulfid gefallt, das Filtrat durch 
Luft vom Schwefelwasserstoff befreit, mit Calciumcarbonat neutralisiert 
und mit dem von Wiechowski (12) angegebenen Quecksilberreagens gefallt 
(1°%ige Mercuriacetatlésung, die mit Natriumacetat gesiattigt und mit 
Wasser soweit verdiinnt ist. daB der Gehalt an Mercuriacetat 0,5 °%, betragt ). 
Der Niederschlag wird mit H,S zerlegt und vom Quecksilbersulfid abfiltriert. 
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Das Filtrat wurde auf dem Wasserbad zur Trockne gebracht, erwies sich 
einmal aus Alkohol umkristallisiert — noch zu 19°, als aschehaltig und 
wurde nach viermaligem Umkristallisieren aus Alkohol aschofrei erhalten. 
Der Schmelzpunkt wird zu 231,5° (Allantoin 231°) gefunden. Gemischt 
mit Allantoin andert sich der Schmelzpunkt nicht. Die Analyse zweier 
Praparate ergibt 





( H N 
SubstanzI ....... 30,46 3.85 34.97 
Baptene 1]... wk 30,47 3.95 35,01 
MC 30,40 3.90 35,42 


Die isolierte Substanz ist also als Allantoin nachgewiesen. 


Das Filtrat der Allantoinfallung mit Wiechowskischem Reagens wird 
durch Schwetelwasserstoff vom iiberschiissigen Quecksilber befreit. Das 
Filtrat des Quecksilbersulfids wird eingeengt. Eine Probe der eingeengten 
Lésung ergibt mit Xanthydrol eine Fallung, die auf Harnstoff hindeutet. 
Die Lésung wird neutralisiert und zur Fallung des in Lésung gegangenen 
Calciums mit Kohlensaéure behandelt. Es wird vom Calciumearbonat ab- 
filtriert. Die zur Trockne eingedampftte Lésung wird mehrere Male mit 
absolutem Alkohol behandelt. Die vereinigten Alkoholextrakte werden 
iiber Nacht mit gegliihtem Natriumsulfat von Feuchtigkeit befreit, worauf 
der Alkohol verdampft wird. Die so erhaltene weiBe kristalline Substanz 
ist vollkommen aschefrei. Schmelzpunkt: 132,5° (Harnstoff 132°). Gemischt 
mit Harnstoff bleibt der Schmelzpunkt unveraéndert. Die Substanz 
zeigt mit alkalischer Kupfersulfatlésung Biuretreaktion, mit  konz. 
Salpeterséure Fallung von Harnstoffnitrat. Die Analyse zweier Praparate 
ergibt 





( H N 
- : 9 s 
SubstanzI ....... 19,95 6,73 46,69 
SubstanzIT....... 19,85 6,70 46.64 
Peretien. 2... we es 20,00 6,67 46.67 


Die isolierte Substanz ist also als Harnstoff nachgewiesen. 

Nunmehr wurde die wasserlésliche Fraktion der Spaltprodukte 
gepriift. In dieser wurde entsprechend der ersten Aufarbeitung Oxal- 
saure vermutet. 

Die wasserlésliche Substanz wurde wieder in Wasser gelést und frak- 
tioniert eingeengt. Dabei wurden zwei Kristallisate erhalten. Beide 
Fraktionen werden in Wasser gelést und mit Alkohol ausgefallt. Sie ent- 
halten beide den gleichen Aschegehalt von 68°, und werden deshalb ver- 
einigt. Sie werden in Wasser gelést, mit verdiinnter HCl angesaéuert und 
mehrere Male mit Ather extrahiert. Die atherunlésliche Substanz zeigt 
92,2°, Asche, wohingegen die in Ather gegangene vollkommen aschefrei ist. 
Die Substanz schmilzt bei langsamem Erhitzen bei 187°, wahrend sie bei 
schnellem Erhitzen sublimiert. Dieses Verhalten entspricht Oxalsaure. 
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Die Analyse ergibt 





( H 

( oO, 
Sutbeteamsei. ..... 19,03 4,83 
Substanz II ..... 19,52 4,87 
Qeaishere ....... 19,05 4,76 


Die isolierte Substanz ist also als Oxalsdure nachgewiesen. 


Die Mutterlauge der beiden Kristallate wird ammoniakalisch gemacht, 
mit ein paar Tropfen einer 10° igen Calciumchloridlésung versetzt und 
schwach essigsauer gemacht (es fallt noch etwas Calciumoxalat aus). Eine 
Probe des Filtrats zeigt mit Nanthydrol keine Fallung. Wird aber mit 
Mineralséure deutlich angesauert. so fallt hiernach mit Xanthydrol ein 
starker Niederschlag aus. Zum Nachweis des vermutlichen Harnstoffs 
wird das Caleiumfiltrat wie folgt aufgearbeitet: 

Der UberschuB des Calciums wird durch Kohlensaéure-Einleitung 
beseitigt. Das Filtrat des Caletumcarbonats wird zur Trockne verdampft 
und der Riickstand mehrere Male mit Alkohol extrahiert. Die Riickstande 
der Alkoholextraktion werden noch einmal umkristallisiert. Die so ge- 
wonnene Substanz zeigt alle EKigenschaften von Harnstoff.  Fallbarkeit 
mit konz. Salpeterséure, Biuretreaktion, Schmelzpunkt 132,5°. 


Analyse: 





( H N 

0 0), 0 
aS 19,91 6.80 46,65 
Substanz II. ..... 19,86 6.74 46.68 
ee ae 20,09 6,67 46.67 


Die isolierte Substanz ist also als Harnstoff nachgewiesen. 

Es sind somit als Zersetzungsprodukte des urikolytischen Abbaues 
der Harnsiure zunichst qualitativ Allantoin, Harnstoff, Oxalsiure 
und (wie noch nicht erwaihnt), Kohlensiure festgestellt worden. 


lil. Quantitative Aufarbeitung der fermentativen Spaltprodukte. 


Zur Feststellung, ob mit den Produkten Allantoin, Harnstoff, 
Oxalsiure und Kohlensiure die Zahl der Zersetzungsprodukte des 
fermentativen Harnsiureabbaues erschépft ist, muBte eine quantitative 
Aufarbeitung des Gesamttrockenriickstandes der Spaltansitze erfolgen. 
Es wurde so vorgegangen, daB von jeder erhaltenen Fraktion der 
C-Gehalt durch Mikroanalyse! bestimmt und mit dem C-Gehalt der 
praparativ erhaltenen isolierten Substanzen verglichen wurde, um fest- 
zustellen, ob auBer den isolierten noch andersartige organische Sub- 
stanzen vorhanden waren. 


1 Die Mikroanalysen wurden im Institut des Herrn Dr. G. Weiler, 
Berlin-Westend, NuBbaumallee 34, von diesem ausgefiihrt. 
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Es sei als Beispiel der Versuch geschildert, der im Protokoll 152 
gegeben wird. Die Aufspaltung erfolgte bei px = 8,85; es wurde 1,0 ¢ 
Harnséure angewendet. 

Zunichst wurde die Alkoholfraktion aufgearbeitet. In ihr waren 
entsprechend dem Vorangehenden Allantoin und Harnstoff vorhanden. 
Die gesamte Alkoholfraktion enthalt auf Grund einer Mikroanalyse 
157,5mg C. In einem aliquoten Anteil wurde titrimetrisch nach Wie- 
chowski Allantoin bestimmt. Das genaue Vorgehen zeigt Protokoll 152. 
Es wurde Allantoin zu 0,3997 g, entsprechend 122.4 mg C, gefunden. 

In einem anderen aliquoten Teil wurde Harnstoff gravimetrisch 
als Dixanthylharnstoff bestimmt. Es ergab sich 0.1330 g Harnstoff 

26,6 mg C. Als Summe ergibt sich also ein C-Gehalt von 149.0 mg, 
der erklart ist. Der noch verbleibenden Differenz von 8,5 mg C wurde 
nicht weiter nachgegangen, da mit einem gewissen Spielraum fiir die 
Fehlerbreite der Methoden zu rechnen war. 

Nun wurde die wasserlésliche Substanz aufgearbeitet. Sie wurde 
gelést und in ammoniakalischer Lésung mit Calciumchlorid ausgefallt. 
Der Niederschlag wird abzentrifugiert und in verdiinnter Salzsaure 
gelést. Von dieser Lésung wird durch Mikroanalyse der C-Gehalt 
zu 88,2 mg C gefunden. Die salzsaure Lésung wird mehrere Male mit 
Ather extrahiert, der getrocknet und verdunstet wird. Der Riickstand 
wird gewogen. 

Es werden 0.4630 g Oxalsdure fiir den gesamten Ansatz erhalten, 
was einem C-Gehalt von 88,1 mg C entspricht. Die durch Mikroanalyse 
gefundene C-Menge von 88,2 mg C ist also durch die gefundene Oxal- 
siure erklirt. 

Das Filtrat der Calciumfallung enthalt 55,5 mg C. Es wird mit 
konz. Salzsiure versetzt und nach 24 Stunden der frei werdende Harn- 
stoff als Dixanthylharnstoff gefallt und gravimetrisch bestimmt. 

Es werden 0,2682 g Harnstoff = 53,6 mg C erhalten. 

Die aus mehreren Wiederholungen erhaltenen Ergebnisse werden in 
der nachfolgenden Tabelle zusammengestellt. Die einzelnen Stoffe sind 
auf ihren Kohlenstoffgehalt umgerechnet, der prozentual auf die C-Menge, 
die als Harnsaéure in den Ansatz hineingegeben wurde, bezogen wird. 








PH 8.85. In den Ansatz gegeben 1.0 ¢ Harnsaure 357 mg CC. Durch 
C-Bestimmung erfabt 301.0 mg ¢ 84,4 %. 
C in °/) wiedergefunden als 
Versuch Harnstoff 
Oxalsiure {durch Allantoin Harnstoff Summe 
Ansiuern) 
152 24,5 15,5 34,4 7.4 81.8 
154 24,5 15.5 34,4 7,8 82,2 
155 24.5 15.6 34.4 8.1 82.6 
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Diese Zusammenstellung bezieht sich auf die Spaltprodukte, die 
in festem Zustande gewonnen werden. Es kommt nun noch die gas- 
formig entweichende Kohlensaure hinzu. Da es nicht médglich war, die 
Kohlenséure in demselben groBen Ansatz zu bestimmen, der auf Spalt- 
produkte aufgearbeitet wurde, wurden Parallelversuche mit kleineren 
Ansitzen zur Ermittlung der CO,-Entwicklung angestellt. Es wurde 
also die CO, in einem anderen Spaltversuch ermittelt als die tibrigen 
Spaltprodukte. Auch wurde bei der CQ,-Bestimmung des rascheren 
Verlaufes halber nicht mit gereinigtem Ferment, sondern mit Leber- 
extrakt gearbeitet. Trotzdem kénnen, da mehrfache Versuche stets 
gleiche Resultate gaben, die Kohlensiurebestimmungen mit in die 
fechnung eingesetzt werden. Versuch 157 gibt ein Beispiel fiir Be- 
stimmung der Kohlensaure. 

Es wurde ein Ansatz von 100 mg Harnsaure angewandt. Durch den 
Ansatz wird langsam Sauerstoff geleitet, der mit Barytlauge gewaschen 
wird. Das dem Ansatz ent weichende Gas wird in hintereinander geschalteten 
Kaliapparaten aufgefangen. Es werden Parallelansatze mit abgekochtem 
Ferment angestellt, um die in den L6sungen befindliche Blindkohlensaure 
in Abzug bringen zu kénnen. Nach 24 Stunden werden die Kaliapparate 
gewogen. Die Gewichtszunahme ergibt diejenige Kohlensaiuremenge, die 
mit dem Sauerstoffstrom ausgetrieben wurde. Da aber infolge des alkalischen 
Milieus noch wesentliche CO,-Mengen gebunden bleiben, wurden die Ansitze 
nach Woiedervorschaltung der Kaliapparate mit 25° iger HCl deutlich 
angesduert, worauf wieder einige Stunden Sauerstoff hindurchgeleitet 
wurde. Die nunmehr frei gemachte Kohlensaéure wird zu der ausgetriebenen 
Kohlensiure addiert. Die Parallelansatze werden gleichartig bearbeitet. 

Es ergibt sich fiir die oben geschilderte Spaltung bei py == 8,85 
eine Kohlensauremenge von 

270 mg CO, 73.6mg © 20,5 % C 

£68 .. CO, = 73.1 ,, C = 20,4% C 
Addiert man die C-Werte zu den in der vorangehenden Tabelle 
gegebenen C-Werten fiir die festen Spaltprodukte hinzu, so ergibt 
sich als Summe fiir den gesamten wiedergefundenen C-Gehalt eine 
Zahl um etwa 102 bis 103°,. In Anbetracht der Fehlersummation 
wird das Ergebnis als befriedigend betrachtet. 

Das Ergebnis zeigt also, da auBer den gefundenen Spaltprodukten 
keine wesentlichen Mengen weiterer organischer Substanz als Abbau- 
produkte vorhanden sein kénnen. 

Nunmehr wurden die Verhaltnisse beim zweiten Wirkungsoptimum, 
bei einem py 10,03, untersucht (siehe Protokoll 151). Es ergab sich, 
daB auch bei einem pu von 10,03 dieselben Abbauprodukte nur 
in etwas anderem Mengenverhaltnis gebildet wurden, und zwar wie 
folgt : 
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In den Ansatz gegeben 1,0 g Harnsiure 357 mg C. Durch C-Bestimmung 
erfaBt 309,83 mg C = 86,8 %. 








C in °/, wiedergefunden als 
Versuch Harnstoff 
Oxalsaure (durch Allantoin Harnstoff Summe 


Ansiuern) 


151 23,6 12,1 42,7 6.4 84,8 
153 23.6 12,0 42,8 6.4 84.8 


Ebenso liegen die Verhaltnisse bei Spaltung in véllig neutralem 
Milieu, also bei einem px von 7,0 (siehe Versuch 156). Die nachfolgende 
Tabelle bringt die Ergebnisse : 


In den Ansatz gegeben 1,0 ¢ Harnsiure = 357 mg C. Durch C-Bestimmung 
erfaBt 307,2 mg C = 86,9 %. 





C in 9/5 wiedergefunden als 


Versuch Harnstoff 
Oxalsiiure (dureh Allantoin Harnstoff Summe 
Ansiuern 
156 26,2 16.8 33.5 7,8 84,3 
163 26.1 16,9 33.5 1,4 84,2 


Die Kohlenséiurebestimmungen ergeben : 





Py 10,08: 280mg CO, 21.3% C 
278 .. CO, = 21.2% C 
Pu 7,00: 260 ,, CO, 19.8% C 

Insgesamt sind also bei der Spaltung bei px 10,03 etwa 106°,, bei 
der Spaltung bei py 7 104°, des Harnsiéure-C-Gehaltes wiedergefunden 
worden. 

Vergleicht man die Ergebnisse bei den drei verschiedenen px 
miteinander, so sieht man, daB mit steigendem px die Oxalsiuremenge 
und die Harnstoffmenge fallen, waihrend die Allantoinmenge steigt. 

Ein weiterer Versuch zeigte, daB Ammoniak beim urikolytischen 
Abbau nicht frei wird. 

IV. 

Bei den vorangehenden Versuchen ist es auffallend, daB sich auBer 
dem Harnstoff, der sich naturgemaB in der Alkoholfraktion findet, 
noch eine zweite Harnstoffausbeute aus der wasserigen Fraktion der 
Spaltprodukte ergibt. Der zunichstliegende Gedanke war der, daB 
die Extraktion mit Alkohol nicht erschépfend genug durchgefiihrt 
worden war.  Fraktionierte Extraktionsversuche (auch mit kaltem 
Alkohol, in dem Harnstoff besser léslich ist) zeigten aber, daB die 
Ursache der Erscheinung hierin nicht zu suchen war. In der wasserigen 
Fraktion ist unmittelbar niemals Harnstoff mit Xanthydrol nachzu- 
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weisen. Auch nach Ansaéuern mit Essigsiure ist selbst bei langerem 
Stehen der Lésung niemals Harnstoff mittels Nanthydrol nachweisbar. 
Macht man die Lésung aber mineralsauer, so tritt sofort Harnstoff- 
reaktion auf. Es lag nun nahe, an eine Harnstoff-Oxalsiureverbindung 
zu denken, die nicht alkohol-, wohl aber wasserléslich ist. Sie hatte 
aber nach Fallung der Oxalsiure unmittelbar Harnstoffreaktion geben 
miissen, was aber nicht der Fall ist. Auch die Filtrate nach der Oxal- 
siurefallung zeigen erst Harnstoffreaktion nach Ansiuern mit Mineral- 
siure. Es wurde daher nun nach einer Verbindung des Harnstoffs mit 
einer anderen organischen Saure gefahndet. Der Harnstoff wurde mit 
Xanthydrol gefallt, das Xanthydrol mit Chloroform ausgeschiittelt 
und die Filtrate auf organische Substanzen untersucht. Solche lieBen 
sich nicht finden. Es wurde auch an cine Verbindung Harnstoff-CO, 
gedacht, doch gab die Analyse des nur in Spuren austreibbaren CO, 
zum Harnstoff unmégliche Molekularverhaltnisse. 

Auch die Verfolgung des C-Gehaltes der verschiedenen Fraktionen 
vor und nach der Harnstoffbeseitigung zeigten, daB der gesamte C-Gehalt 
der wasserléslichen Spaltprodukte auBer durch Oxalsiure durch Harn- 
stoff erklarbar war. Es war also kein Platz fiir eine andere organische 
Harnstoffverbindung. 

Es wurde versucht, die hypothetische Harnstoffverbindung auf 
andere Weise zu isolieren. Es wurde eine Vakuumsublimation mit 
derjenigen Fraktion durchgefiihrt, in der die Oxalsiure als Calcium- 
oxalat beseitigt war. Die Sublimation ergab als Sublimat reinen Harn- 
stoff. Trotzdem nichts anderes als Harnstoff zu finden war, konnte 
die Xanthydrolreaktion immer erst nach Ansiuern mit Mineralsiure 
ausgefiihrt werden. Diese Erscheinung bereitete groBe Schwierigkeiten. 
Es zeigte sich nun des weiteren bei der praparativen Aufarbeitung des 
Harnstoffs, daB nicht nur Ansiuern, sondern auch Zufiigung von 
Silberacetat in essigsaurer Lésung die Xanthydrolreaktion eintreten 
lieB. Es muBte also Chlorion entfernt werden, um die hypothetische 
Verbindung des Harnstoffs zerfallen zu lassen. 

In den wisserigen Spaltprodukten waren Harnstoff und Oxalsiure 
annahernd in molekularem Verhaltnis 1: 1 vorhanden. AuBerdem waren 
nur Kochsalz und vielleicht geringe Mengen Natriumearbonat vorhanden. 

Es wurde nun versucht, festzustellen, ob diese Bestandteile viel- 
leicht eine Verbindung eingehen, die das abweichende Verhalten des 
Harnstoffs erklart. Es wurde hierzu ein Ansatz hergestellt, der alle 
Bestandteile enthalt, wie sie nach der Neutralisation eines bei px 8,85 
véllig aufgespaltenen Ansatzes vorhanden sind, d. h. es wurden Sauren- 
und Laugenmengen, wie sie verwendet worden sind, sowie die Spalt- 
produkte selbst gemaéiB ihrem quantitativ gemessenen Verhaltnis zu- 
einander gemischt. Ein solcher kiinstlicher Spaltansatz wurde so auf- 
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gearbeitet wie ein Originalspaltansatz. Der Versuch zeigte, dab 
in einem solchen kiinstlichen Gemisch der Spaltprodukte ein Teil des 
Harnstoffs alkoholunléslich wurde und erst nach Ansaéuern mit Mineral- 
siure Xanthydrolreaktion zeigte. 

{s wurde nachgewiesen, da Harnstoff in Gegenwart von Natrium- 
oxalat bei einem Verhiltnis 1 Mol Harnstoff:1 Mol Oxalat eine lose 
Verbindung bildet, die in Alkohol unléslich ist. Die Gegenwart von 
Natriumchlorid nach Abtrennung der Oxalsiure bedingt es, daB der 
Harnstoff durch Bildung einer losen Verbindung mit NaCl in essigsaurer 
Losung keine Xanthydrolreaktion zeigt. Die Verbindung mit NaCl 
wird erst durch Ansiuern mit HCl gespalten. Die Unléslichkeit eines 
Teiles des Harnstoffs in der Alkoholfraktioa sowie das Fehlen der 
Xanthydrolreaktion sind also Kunstprodukte, die durch das _ Ein- 
engen des Harnstoffs in Gegenwart von Natriumoxalat und NaCl 
zustande gekommen sind. 


V. Uber den Weg des fermentativen Abbaus der Harnsiure. 


Betrachten wir die obigen Ergebnisse zusammenfassend, um uns 
ein Bild vom fermentativen Abbau der Harnsaure zu machen, so ist 
es auffallend, daB nur ein Teil der Harnsaiure, und zwar nur ein Anteil 
von 42 bis 53 °,,, des theoretisch méglichen Wertes zu Allantoin abgebaut 
worden ist. Dies widerspricht zunachst durchaus den Anschauungen 
wie sie seit den Arbeiten von Wiechowski (12) vorhanden sind. Noch 
merkwiirdiger ist es aber, daB sich auBer Allantoin nur so tiefe Abbau- 
produkte wie Harnstoff, Oxalsiure und Kohlensaure finden. Stellen 
wir die molekularen Verhaltnisse der Abbauprodukte bei den ver- 
schiedenen px zusammen, so ergibt sich folgendes Bild. Es entsteht 
z. B. aus 1 Mol Harnsiure: 





Pu = 7,00 Pa = R85 pu 10,03 
mole mole mole 
Oxalsture ..... ‘ 0,66 0,62 0,59 
ee ee eee 0,42 0,43 0.54 
OS ae ee 1,24 1,16 0,93 
MPM ees a it oe aC 1,01 1,03 1,07 


Hieraus geht hervor, daB unabhangig von der Verschiebung 
der gegenseitigen Verhaltnisse beim Abbau bei variierten pa Harn- 
stoff und Oxalsiure praktisch sich immer in einem molaren Verhaltnis 2 : 1 
finden, wihrend die CO,-Menge, die iibrig bleibt, wenn man 1 Mol CO, 
fiir 1 Mol Allantoin rechnet, der Molmenge Oxalsaure entspricht. Es 
zerfallt also mit anderen Worten die Harnsaiure zum Teil in Kohlen- 
saure und Allantoin (] : 1), zum anderen Teil in Kohlensaure, Oxalsaure 
und Harnstoff (1: 1:2). Es ware nun denkbar, daB der Abbau zuerst 
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zum Allantoin ginge und da das Allantoin in Harnstoff und Oxalsaure 
zerfallt. Allerdings wire dann kein Platz fiir weitere CO,-Bildung. 
Es wurde aber doch gepriift, ob iiberhaupt Allantoin durch die von 
uns verwandte Fermentlésung spaltbar ist. Der Versuch zeigt, dab 
die in den Ansatz gegebene Allantoinmenge nach 24 Stunden Spalt- 
zeit unter den wblichen Bedingungen quantitativ wiedergefunden 
wird. Es kann also unméglich die Oxydation tiber das Allantoin 
hinaus gefiihrt haben, sondern das Allantoin bildet einen selbst- 
standigen, aber abgeschlossenen Weg des Oxyvdationsgeschehens. 

Des weiteren fallt bei den Ergebnissen auf, daB keines der Spalt- 
produkte, die bei der chemischen Oxydation der Harnsiure mit Wasser- 
stoffsuperoxyd gefunden wurden, beim fermentativen Abbau nach- 
zuweisen waren. Weder Carbonyldiharnstoff, noch Cyanursaure, noch 
Oxalursiure waren zu finden. Bei ihrer Schwerléslichkeit hatten sie 
nicht entgehen kénnen. Ein Versuch zeigte, daB Carbonyldiharnstoff 
durch Urikase nicht spaltbar ist. Es kénnte also auch als Zwischen- 
produkt nicht vorhanden gewesen sein. 

Hieraus geht hervor, dais’ der Abbau der Harnsiéure durch das 
Ferment nicht auf dem Wege erfolgt, der durch die Wasserstoffsuperoxyd- 
oxydation bekannt ist. Der Oxydationsweg entspricht auch nicht der 
Oxydation in stark alkalischer Lésung, noch gar der in saurer Losung 
gemiB den Darstellungen im Abschnitt I. Dagegen entspricht er 
ausgezeichnet dem Schema der bekannten chemischen Oxydation in 
neutralem bzw. schwach alkalischem Milieu. 

Wir haben unter I dargelegt, daB der Weg zum Allantoin tiber 
das Oxyacetylendiurein fiihrt. Ebenso wurde gezeigt, daB bei Oxydation 
in etwa neutralem Milieu mit nachtraglichem Ansiéiuern Harnstoff und 
Oxalursaure auftreten, welche letztere ja aber nur bei saurem Milieu be- 
staindig ist. Ein Zerfall von Oxalursiure in alkalischem Milieu wurde 
von uns gepriift und bestatigt. Es ist daher mit gréBter Wahrschein- 
lichkeit, wenn nicht mit Sicherheit anzunehmen, daB alle Spalt produkte 
sich von der Vorstufe des Allantoins, dem Oxyacetylendiurein, ableiten 
Kin Teil dieses Kérpers zerfallt hydrolytisch in Allantoin, ein anderer 
Teil weiter oxydativ in Harnstoff und Oxalsiure. Je alkalischer die 
Lésung ist, desto stairker ist die Hydrolyse des Oxyacetylendiureins, 
d.h. desto mehr Allantoin wird gebildet. 

Diese Darlegungen stehen im besten Einklang mit den An- 
schauungen von Schuler (19), der als Abbauweg die Oxyacetylen- 
diureincarbonsiure vermutete. Sie decken sich auch mit dem Befund 
von Felix, Scheel und Schuler (20), die beim Angriff auf die Harnsaure 
zuerst eine Oxydation, Wassereintritt und Decarboxylierung annahmen, 
was zur Bildung des Oxyacetylendiureins auch notwendig ist. Die 
Tatsache, daB die Autoren fiir 1 Mol Harnsdure nur 1 Mol Sauerstoff 
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verbrauchten, ist dadurch zu erklaren, daB sie nur vorsichtig bis zum 
Verschwinden der Harnsiure und nicht wie wir noch weiter abbauten. 
Die Tatsache des Auftretens von Oxalséiure und Harnstoff erfordert 
naturgeméB einen gréBeren Sauerstoffverbrauch.  SchlieBlich decken 
sich die von Schuler (19) geforderten Eigenschaften fiir das Zwischen- 
produkt vollkommen mit der Oxyvacetylendiureincarbonséure und der 
hier gegebenen Darstellung des Harnsiureabbaues. 

Die fermentative Oxydation der Harnséure wird also derart auf- 
gefaBt, daB sich zuerst Oxyacetylendiureincarbonsaure, hieraus Oxy- 
acetylendiurein bildet, das dann zum Teil hydrolytisch zu Allantoin, 
zum Teil weiter oxydativ zu Harnstoff und Oxalsiure abgebaut wird. 


VI. Beispiele aus dem experimentellen Teil. 
152. Versuch zur quantitativen Bestimmung der durch Abbau der Harnsdure 
durch Urikase bei py 8,85 gebildeten Endprodukte. Aufspaltung von 1,0 q 
Harnsdure durch Eluat 11. 


Cesamtriickstand ........ . . 3,5284¢ 
Alkohollésliche Substanz! . ... . . 1,1694¢ os hy A 
Atherlésliche Substanz II... . . . . 0.0014 g 
Wasserlésliche Substanz III... . . . 2,3040¢ 65,2 % 
Unléslicher RiickstandIV. . .. . . . 0.0958 ¢ 2,6% 


Alkohollésliche Substanz I. Die alkohollésliche Substanz wird auf dem 
Wasserbad in destilliertem Wasser gel6st und auf 250 ccm aufgefiillt. 

2,0cem dieser Lésung werden zur C-Bestimmung zur Analyse verwandt. 
Gesamt-C-Gehalt: 157.5 mg C. 

60 ccm dieser Lésung werden mit 5,0 cem Eisessig angeséuert und zur 
Fallung des Chlors mit 1icem AgNO, (10° ige Lésung) versetzt. Nach 
24 Stunden wird abfiltriert und das Filtrat vom Silberiiberschu8 durch 
H,S befreit und eingeengt. Hierauf wird das Filtrat mit CaCO, neutralisiert 
und mit 100,0 cem Allantoinreagens versetzt. Die Fallung wird iiber Nacht 
stehengelassen, abfiltriert und das Filtrat auf 200 cem aufgefiillt. 

Zweimal je 50 cem werden mit Eisenammoniakalaun versetzt und mit 
0.1n NH,SCN titriert. 

Die alkohollésliche Substanz enthalt insgesamt 06,3997 g¢ Allantoin 

122,4mq C. 

Weitere 60 ccm der gleichen Lésung werden mit 10 ccm Eisessig an- 
gesiiuert und mit UberschuB einer 10° oigen methylalkoholischen Lésung 
von Xanthydrol versetzt. Nach 24 Stunden wird der Niederschlag durch 
einen Gooch-Tiegel abgesaugt, mit 95° ,igem Alkohol gewaschen, bei 100° 
im Trockenschrank getrocknet und gewogen: 0,2234 g Dixanthylharnstoff. 

Die alkohollésliche Substanz enthalt demnach insgesamt 0,1330 g 
Harnstoff = 26,6 mg C. Die Alkoholfraktion enthalt 122,4 mg C als Allantoin 
und 26,6 mg C als Harnstoff. Swmme: 149,0 mg C. 

Wasserlésliche Substanz I1I. Die wasserlésliche Substanz IIT wird auf 
dem Wasserbad in destilliertem Wasser gelést, schwach ammoniakalisch 
gemacht und mit einer 10°,igen CaCl,-Lésung versetzt. Nach 24 Stunden 
wird der Niederschlag abzentrifugiert, gut ausgewaschen, in verdiinnter 
HC! gelést und auf 50 ccm aufgefiillt. 
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2,0 cem dieser L6sung werden zur C-Bestimmung zur Analyse gegeben 
Gesamt-C-Gehalt: 44,2 mq C. 


Der Lésungsrest (48 ccm) wird eingeengt und daraut viermal mit je 
10,0 com absolutem Ather extrahiert. Die vereinigten Atherextrakte werden 
mit gegliihtem Natriumsulfat getrocknet, der Ather wird aut dem Wasserbad 
zum Verdunsten gebracht und der Riickstand gewogen: 0.4445 g Oxalsiure. 

Die wasserlésliche Substanz enthalt demnach insgesamt 0.4630 ¢ 
Oxalsiure SS Dmg C. 

Das Filtrat der Caleiumfallung Waschwasser wird eingeengt und 
dann auf 50cem aufgefiillt. 

2,0 cem dieser Lésung werden zur C-Bestimmung zur Analyse gegeben. 
Gesamt-C-Gehalt : 55.5 mg C. 

Die Restlésung wird mit 1,0cem konz. HCI versetzt und tiber Nacht 
stehengelassen. 

Dann wird die Saéure mit NaOH abgestumpft und die Lésung auf 
50 cem aufgefiillt. 

1,0 cem dieser Lésung wird mit Eisessig angeséiuert und mit Xanthydrol 
gefallt. Nach 24 Stunden wird der Niederschlag im Gooch-Tiegel abgesaugt, 
bei 100° im Trockenschrank getrocknet und gewogen: 0.0346 g Dixanthy!l- 
harnstoff. 

Die wasserlésliche Substanz enthalt demnach insgesamt 0,2682 ¢ 
Harnstoft 53,6 mg C. 

Ergebnis. In den Ansatz wurden gegeben 1,0g Harnsiure 357,0meg C. 
Durch C-Bestimmung wurden erfaBbt 301,0 mg C 84.49, C.  Wieder- 
gefunden wurden als : 


Oxalséure (0,4630g) ........4242. 88.1) mg C 24,59 C 
Harnstoff (0,2682 g) (durch Ansiiuern) . . 53.6 © 15,5% C 
pO ee 122,4 ,, C = 34,4%C 
Harnatotl (0,1330@) . . . s+ ss wee 26.6 Cc 7,4%C 

Summe: 290,7 mg C = 81,8) C 


Eine zweimalige Wiederholung der quantitativen Bestimmung der durch 
Abbau der Harnsaure durch Urikase bei py 8.85 gebildeten Endprodukte 
zeigt folgende Ergebnisse: 


Versuch 154. 


In den Ansatz gegeben 1.0g Harnsaure 357,0 mg C. Gesamit - 
riickstand 0,3654 g. 
Alkohollésliche Substanzl ....... 0.9354 g 25,5 % 
Wasserlésliche Substanz II... .. . . 2.5568 g 69,9 °, 
Unléslicher Riickstand IIIT ....... 0.1154 ¢ 3,1% 
Wiedergefunden wurden als 
Oxalséure (0,4620 g) a ee 88.0 mg C 24,5 % (¢ 
Harnstoff (0.2680 ¢) (durch Ansdéuern) . . a4 .. © §,5% C 
Alleantoin (0,4033¢@) .....:5+246-s 122.5 C 34,4°% C 
ee ey 28.3 C 7,8% C 
Summe: 292.4 mg C 82,2 % C 


3* 
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15]. Versuch zur quantitative n Bestimmu ng der durch Abbau der Harnsdure 
durch lUrikase bei PH 10,03 qehildeten End produkte. Aufspaltung von 1,0 q 
Harnsdure durch Eluat 11. 


Ansatz. 1000 cem Harnsaiurelésung (1,0 g Harnsaure gelést als Natrium 
urat) — 100cem n/10 NaOH + 500cem Eluat IL ~— Wasser zu 3500 cem. 

Temperatur 37°. Dauer des Versuchs 72 Stunden. Langsamer Sauer- 
stoffstrom. 

Nach 48 Stunden werden 500 cem frisches Eluat LI hinzugegeben. 


Aujarbe:tung des Ansatzes. Siehe Versuch 152. 


Cresamtrickstand a 3.8620 ¢ 

Alkohollésliche Substanz lo... . «6 « « O9120 2g 4% 
Wasserlésliche Substanz I]... . . . . . . 2,0700g 7844 Yo 
Unloéslicher Riieckstand III. . . 2. . 2... . . OL1386 2 3.3% 

In den <Ansatz gegeben 1.0 g@ Harnsaure 357.0 mg C. Durch 
(-Bestimmung wurden ertalt 309.8 mg C 86.8°, C.. Wiedergefunden 
wurden als 

Oxalséure (0.44622) .....2.2.224. 85.0 mg C 23.6 % ¢ 

(durch Mikroanalyse 85,3 mg C) 

Harnstoff (0.2175 ¢) (durch Ansauern) . . 5 .. € 2% 4 

(durch Mikroanalyse 47,0 mg C) 

Allantoin (0.5050 g) aa s © 42,7 % ¢ 
Piarmatoti (0,1196q) ...... se es mae, © 6,4, ¢ 

(durch Mikroanalyse Allantoin -— Harn- 

stoff 177.5 mg ©) 

Summe: 304.8 mg ¢ 84.8 °, \ 

Eine Wiederholung des Versuchs ergab folgendes: 

Versuch 153. 

In den Ansatz gegeben 1.0 ¢ Harnsaure 357.0 mg CC. Gesamtriick 
stand 3.9592 g. 

Alkohollésliche Substanz] . . . .. .. 0.9990 2 25,2% 
Wasserlésliche Substanz II . 2... 2... 2.7004 g 68,2 °| 
Unléslicher Riickstand III. . . 2... . 0.2386 ¢ 6.0“, 

Wiedergefunden wurden als 

Oxalsiure (0.4460 ¢) 2. 2... 2... 85,0 mg C 23,6°% € 
Harnstoff (0.2170 g¢) (durch Ansauern) . . 43,5 ,, € 12,0 % ¢ 
Allantoin (0.5067 @) ists... ¢ $2.89. ( 
Harnstoff (O.1140 ¢) aoe 5. ¢ 6,4°, ¢ 

Summe: 305.4 mg ¢ $4.8 °,, ¢ 


156. Versuch zur quantitativen Bestimmung der durch Abbau der Harnsdure 


durch Urikase bei PH 7.0 gebildeten End produkte . Aufspaltung von 1dq 
Harnsdure durch Eluat 11. 


Ansatz. 1000 com HKarnsaurelésung (1.0 g Harnsaure gelost als Natrium- 
urat) + L00cem n/10 HCl + 500cem Eluat I] + Wasser zu 3500 ccm. 

Temperatur 37°. Dauer des Versuchs 72 Stunden. Langsamer Sauer- 
stoffstrom. 

Nach 48 Stunden werden weitere 500 cem frisches Eluat [1 hinzugegeben. 
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Aufarbeitung des Ansatzes. Siehe Versuch 152. 
Goeenmintckstamd . . . 1.1. i «ses > « B£I6Z02 
Alkohollésliche Substanzl . . . . . LOND 37,2 % 
Wasserlésliche Substanz Ill . . 2. 2... . 2,6278 g 69,8 “5 
Unloslicher Riickstand III]. 2. 2... 1... . O0968 & 2.5 % 
In den Ansatz gegeben 1.0 ¢ Harnsaure 357.0 mg CC.) Durch C-Be 
stimmung wurden erfalt 307.2 mg C 86.0°). Wiedergefunden wurden als 
Oxalséure (0.493597)... .2.~. eto 94.0 mg C 20,2 7 © 
(durch Mikroanalyse 94.2 mg C) 
Harnstoff (0.38035 2) (durch Ans&iuern) . . aT, € 16.8% C 
(durch Mikroanalyse 62,0 mg C) 
Allasitowm (O.00G6@) . . ... sw aes 130.4 .. < 24.5% € 
Harnstoff (@,1400.0) . . . 6. ss ee 8 280 .. ¢ 78° C 
(durch Mikroanalyse Allantoin — Harn- 
stoff 150.0 mg C) 
Summe: 302.9 mg C 84.3°, C 


Eine Wiederhbolung des Versuchs ergab folgende Resultate: In den 


Ansatz gegeben 1,0 ¢ Harnsiaure 357.0 mg C. Cesamtriickstand 3.5468 g. 
Alkohollésliche Substanzl . . .. . . . .). O.9968 2 28,1 °% 
Wasserlésliche Substanz Il... . . . . . . 2.40042 67,7% 
Unloéslicher Riickstand III. . . . . . . . . . O,1110g 3.1% 

Wiedergefunden wurden als 
Oxalsdure (0,4000@) . . . . © si we sees 93.8 mg C 26,1 % C 
Harnstoff (0.3038 g¢) (durch Ansauern) . . 60.8 ., ¢ 16,9% C 
Allantoin (0.3960 g) 120.4 .. ( 33.5% C 
Semel 100s)... 2. sc RO. Ce BIG 
Summe: 302.9 meg ¢ $4,.2°%~ C 
157. Bestimmung der wahrend des Abbaues der Harnsdure ber py S.N5 frei 
werdenden Kohlensdure. 
Ansdtze. 
I: l00cem Harnsaurelésung ( 100 mg Harnsaure) 5.0cem n/lo 
NaOH + 50.0 cem Borat putter (px 8.85) + 25,0 com Leberextrakt 
(= 2.5¢g Lebertrockenpulver) Wasser zu 350 cem. 


Il: Wie I. nur mit abgekochtem Ferment. 


Durch den Ansatz wird langsam Sauerstoff geleitet, der einer Sauer- 
stoffbombe entnommen und mit Barytlauge gewaschen wird. Die sich 
entwickelnde Kohlensaure wird in zwei hintereinander geschalteten Kali 
apparaten zur Adsorption gebracht. Die Kaliapparate werden vor Beginn 
des Versuchs gewogen. Der Ansatz selbst wird im Thermostaten auf einer 
Temperatur von 37° gehalten. 

Nach 24 Stunden werden beide Kaliapparate gewogen. Die Differenz 
zwischen erster und dieser Wagung ergibt die Menge gebildeter Kohlen- 


saure. 
Hierauf wird der Ansatz mit 25 °,iger HCI (20,0 cem) stark angesauert 
und wieder einige Stunden Sauerstoff hindurchgeleitet. Die dureh das 


Ansiauern frei werdende Kohlenséiure wird in denselben Kaliapparaten 
absorbiert und zur Wagung gebracht. 
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Ergebnisse: 





— Mit abgekochtem 
) or : 
lit Ferment Ferment 


Vor Ansauern. 
0,0210 g CO, 0.0030 ¢ CO, 


Nach Ansauern. 
0,0990 g CO, 0,090 g COg 
Insgesamt werden frei: 27,0 mg CO, = 7,36mg C = 20,5, C. 


180, Untersuchung tiber Harnstoff-Oxalatverbindungen. 


Bei allen drei untersuchten py betrigt das Verhaltnis von Oxalsiure 
und Harnstoff im wasserléslichen Anteil etwa 1 Mol Oxalsiéure auf | Mol 
Harnstoff. 

Es werden folgende Lésungen hergestellt: Harnstofflésung: 
enthalten 0,5 g Harnstoff. Natriumoxalat: 5,0 cem enthalten 0.5 g¢ Natrium- 
oxalat. Natriumchlorid: 5,0 cem enthalten 0,5 g Natriumchlorid 


5,0 ecem 


Ansdize. 
I: 10,0cem Harnstofflésung + 20,0 cem Natriumoxalatlésung, Harn- 

stoff : Natriumoxalat i: i. 

Il: 10,0cem Harnstofflésung + 20,0cem Natriumoxalatlésung + 10,0 cem 

Natriumcehloridlésung. Harnstoff : Natriumoxalat : Natriumchlorid 

es eee 
If: 10,0cem Harnstofflésung + 10,0 cem Natriumchlorid. 
Die Ansitze werden auf dem Wasserbad zur Trockne gedampft. 

Die Trockenriickstinde werden in der Warme mit absolutem Alkohol 
im Soxhlet extrahiert. 

Es findet keine Lésung der Riickstainde von I und II im Alkohol statt. 

Die Riickstiinde werden in Wasser gelést. Die Lésungen geben in 
essigsaurem Medium mit Xanthydrol keine Fallung. 

Wird die Xanthydrolprobe in Gegenwart von Salzsaéure angestellt, so 
fallt ein dicker Niederschlag aus. 

Dieselbe Erscheinung tritt auf, wenn man die Oxalséure mit Barium- 
chlorid entfernt. . 

Auch nach dem Entfernen des Bariumiiberschusses erzielt man das 
gleiche Ergebnis. 

Ergebnis. Durch diesen Versuch ist festgestellt worden, daB Harnstoff 
mit Natriumoxalat allein als auch in Gegenwart von Natriumchlorid eine 
lose Verbindung eingegangen ist, die alkoholunléslich ist. Harnstoff gibt 
mit NaCl eine Verbindung, die in essigsaurem Milieu keine Xanthydrol- 
reaktion zeigt. 

VII. Zusammenfassung. 


1. Eine Darstellung der Harnsaiureoxydation durch chemische 
Oxydationsmittel wird gegeben. Ihr wird der fermentative Abbau 
gegenibergestellt, der nach den bisherigen Anschauungen im wesent- 
lichen zu Allantoin fiihrt. 
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2. Es wird eine Untersuchung der Spaltprodukte der fermentativen 
Urikolyse dadurch vorgenommen, da8 Harnsiure durch das Ferment 
zerlegt wird, ohne daB eine weitere sekundare chemische Behandlung 
des Systems erfolgt. Hierzu wird eine soweit gereinigte Urikaselésung 
benutzt, daB ihr Gehalt an organischer Substanz im Verhaltnis zu den 
Spaltprodukten nicht beriicksichtigt zu werden braucht; die Harnsaure 
wird quantitativ aufgespalten, so daB ein Harnsiurerest nicht entfernt 
zu werden braucht. Die Spaltprodukte der Urikolyse werden in neu- 
tralem Milieu durch Vakuumeindampfung gewonnen. 

3. Die Produkte der Spaltung werden zuniachst qualitativ unter- 
sucht. Die Methoden der fraktionierten Kristallisation sind nicht 
durchfiihrbar, da infolge des Salzgehaltes der Systeme stark aschen- 
haltige Produkte gewonnen werden. Dagegen gelingt eine Trennung 
der Spaltprodukte in alkohol- und wasserlésliche. In der Alkohol- 
fraktion werden Harnstoff und Allantoin, in der wasserléslichen Fraktion 
Oxalsiure und Harnstoff (der nach Ansiéuern mit Mineralséure frei 
wird) nachgewiesen. Die Identitaét der genannten Substanzen wird 
durch priparative Darstellung bewiesen. 

4. Die Ansitze werden nunmehr quantitativ hinsichtlich der isolierten 
Spaltprodukte aufgearbeitet, um die Anwesenheit weiterer unbekannter 
Spaltprodukte auszuschlieBen. Es werden Spaltungen von je lg 
Harnsaure bei py = 7,0, 8,85 und 10,03 durchgefiihrt. Die Menge der 
in den verschiedenen Fraktionen ermittelten Spaltprodukte wird 
quantitativ bestimmt. In Parallelansitzen wird die Menge der ent- 
wickelten Kohlensaiure ermittelt. Die Summe der Spaltprodukte  be- 
rechnet auf C ergibt, bezogen auf die hineingegebene C-Menge, 
Werte zwischen etwa 102 bis 106°... Hiermit wird gezeigt, da wesent- 
liche Mengen anderer Spaltprodukte nicht vorhanden sein kénnen. 

Die Menge Harnstoff, Oxalsiure und Allantoin, ausgedriickt als 
Prozente C, bewegen sich zwischen 81,8 bis 84,8°,,. Die Menge Allantoin 
wachst im Verhaltnis zu den anderen Spaltprodukten mit zunehmender 
Alkalitat der Spaltung. Bei Betrachtung der molaren Verhiltnisse ergibt 
sich, daB ein Teil der Harnsiure in 1 Mol Allantoin und 1 Mol CQ,, ein 
anderer Teil in 1 Mol Oxalsiure, 1 Mol CO, und 2 Mol Harnstoff zerfallt. 

5. Die Tatsache, daB ein Teil des Harnstoffs nicht in die alkohol- 
lésliche Fraktion ging, beruht auf der Erscheinung, daB Harnstoff 
eine lockere Harnstoffoxalatverbindung bildet, die nicht alkoholléslich 
ist; die Gegenwart von NaCl bedingte, daB Harnstoff erst nach An- 
siuern mit Mineralsiure oder bei Ausfallung des Cl’ die Xanthydrol- 
reaktion gibt. 

6. Harnstoff und Oxalsaure sind nicht die Produkte eines weiteren 
Allantoinabbaues. Allantoin ist durch die angewandte Urikase nicht 
mehr spaltbar und stellt somit ein echtes Endprodukt dar. Es kann 
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auch nicht Carbonyldiharnstoff als Zwischenprodukt vorgelegen haben, 
da auch dieser durch Urikase nicht spaltbar ist. Die erhaltenen Spalt 
produkte zeigen, daB die Spaltung nicht nach dem Schema der Wasser- 
stoffsuperoxydoxydation (mit Oxalursiiure, Carbonyldiharnstoff und 
Cyanursaure als Endprodukte) verliuft, sondern sie entspricht dem 
Schema der Oxydation in kohlensaurem (schwach alkalischem) Milieu 
nach Biltz und Schauder. Die Produkte der Spaltung erkliren sich 
zwanglos, wenn man mit Biltz und Schauder die Oxydation als iiber 
Oxyacetylendiureincarbonsiure und iiber Oxyacetylendiurein gehend 
auffaBt. Das Oxyacetylendiurein kann sowohl hydrolytisch in Allantoin, 
als auch oxydativ weiter in Oxalsiure und Harnstoff zerfallen. Dab 
die Hydrolyse zu Allantoin mit zunehmender Alkalitat ansteigt, ent- 
spricht dem Befunde. 


Die Arbeit wurde mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft durchgefihrt. 


Literatur. 
1) Biltz u. Fr. Max, Ber. 54, 2454, 1921; H. Biltz u. R. Robl, Ber. 58, 
1964, 1971, 1920. — 2) Biltz u. H. Schauder, J. f. prakt. Chem. 106, 108, 


1923. — 3) Behrend, Ann. Chem. 333, 144, 1904; 365, 21, 1909. — 4) Ohta, 
diese Zeitschr. 54, 439, 1913. 5) Pfaltz, J. of the Amer. Chem. Soc. 45, 
Nr. 12, 2980—2984, 1923. — 6) Piawr, C. r. hebdom. des séances des académ. 
des sciences 178, Nr. 9, 782—785, 1924. 7) More, ebenda 178, Nr. 5, 
498—501, 1923; J. de Pharm. et de Chim. 29, Nr. 12, 529—535, 1924; 30, 
Nr. 1, 12—19, 1924; Physiol. Ber. 31, 807. — 8) Chrometzka, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 162, 4/6, 219—222, 1927; siehe auch Scholtz, Chem. Ber. 34, 
3, 1901; Schittenhelm u. Wiener, Zeitschr. f. physiol. Chem. 62, 100, 1909. — 
9) Schittenhelm u. Warnat, ebonda 171, 174—178, 1927. — 10) Wieland u. 
F, Maerae, ZS. f. physiolog. Chem. 203, 83, 1931. — 11) Schuler u. Reindel, 
ebenda 208, 248, 1932. 12) Wiechowski, Beitr. f. chem. Physiol. u. 
Pathol. 9, 295, 1907. — 13) Steudel u. Izumi, Zeitschr. f. physiol. Chem. 129, 
188—194, 1923. —- 14) Przylecki, Arch. intern. de physiol. 24, 4, 317—355, 
1925, 27, 2, 159-202, 1926; Hoppe-Seyler 178, 19—138, 1928. 15) Brunigq, 
Finecke, Peters, R. Rabl u. K. Viehl, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 174, 1/2, 94—111, 1928. — 16) Fosse, Brunel u. R. de Graeve, C. r. 
Acad. Sci. Paris 190, 79—82, 1930; 189, 213—215, 1929. 17) Grynbergq, 
diese Zeitschr. 236, 138, 1931. 18) Felix, Sitzungsber. d. Ges. f Morph. 
u. Physiol. Miinch. 39, 35—40, 1930; Klin. Wochenschr. 1, 292—295, 1930. - 
19) Schuler, Zeitschr. f. physiol. Chem. 208, 237, 1932. 20) Felix, Scheel 
u. Schuler, ebenda 180, 90, 1928. 








ben, 
valt- 


sSer- 


und 
dem 
lieu 
sich 
iber 
end 
oin, 
DaB 
-nt- 


hen 








Weitere Untersuchungen 
iiber den Einflu6b des Alkohols auf die Oxydation. 


Von 
Izumi Kanai. 


(Aus den seminaristischen Ubungen ftir pathologische Physiologie an der 
Mniversitat Berlin.) 


(Eingeqangen am 2, Mdrz 1935.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


I. In einer friitheren, in Gemeinschaft mit 4. Bickel (1) veréffent- 
lichten Arbeit wurde an Kaninchen der Einflu8 peroraler 4 lkoholgaben 
auf die Oxydationslage des Kérpers studiert. Auf Veranlassung von 
Herrn Prof. Bickel habe ich diese Untersuchungen unter seiner 
Leitung fortgesetzt und erweitert. 

Aus den fritheren Versuchen ergab sich, daB bei kleineren Alkoholgaben 
(etwa 1.7 cem absoluten Athylalkohols pro | kg K6rpergewicht) bei Kanin- 
chen in der Regel eine Senkung des Oxydationsquotienten in der 24stiindigen 
Harnmenge auftrat, daB bei gréBeren Alkoholgaben (etwa 2.7 cem pro | kg 
Kérpergewicht), bei denen unter anderem auch eine stirkere narkotische 
Wirkung im Gegensatz zu den kleineren Alkoholgaben nachweisbar war, 
die Anderung des Oxydationsquotienten im Harn sich derart gestaltete, 
daB die Senkung die Ausnahme, die Steigerung aber das hautigere Er- 
gebnis war. 

Aus dem Ausfall dieser Versuche konnte schon der SchluB gezogen 
werden, daB kleinere Alkoholgaben im intermediaren Stoffwechsel 
oxydationshefordernd, grépere, toxische, berauschende Alkoholgaben aber 
im Gegenteil orydationshemmend wirken. Diese Umstellung der Oxy- 
dation in der einen oder anderen Richtung ist vorziiglich im Sinne 
einer qualitativen Oxydationsinderung zu verstehen, indem das zur 
Oxydation gelangende Material vollstandiger oder unvollstandiger 
durchoxydiert wird. 

Da der zugefiihrte Alkohol selbst mit dem Harn lediglich in mini- 
malen Spuren den Korper verlaBt, kénnten Harnquotientanderungen 
nur durch partielle Oxydationsprodukte des Alkohols zustande kommen, 
wenn Alkoholderivate iiberhaupt daran beteiligt sein sollten. Da aber 
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J. Kanai: 


‘ 


- und H-reiche Substanzen sind, kénnten sie bei ihrem 


diese Derivate ( 
Auftreten im Harn ausschlieBlich im Sinne einer Quotientsteigerung 
wirken. Bei den kleineren Alkoholgaben mit ihrer Harnquotient- 
senkung kénnen daher unméglich Alkoholderivate an der Quotient- 
anderung beteiligt sein. Die Quotientanderung muB hier durch An- 
derungen im intermedidaren Stoffwechsel bedingt sein. Aus diesem Grunde 
sprachen wir in der friiheren Arbeit von dynamischen Alkoholwirkungen 
im intermediaren Stoffwechsel. Mit der spezifisch-dynamischen Wirkung 
am Lungengaswechsel hat diese dynamische Alkoholwirkung natiirlich 
nichts zu tun. 

Bei der durch toxische Alkoholgaben beobachteten Harnquotient- 
erhéhung, die auf eine qualitative Verschlechterung der Oxydation 
hinweist, kénnte natiirlich die Erhéhung mit bedingt sein durch die 
Ausscheidung mangelhaft oxydierter Abbauprodukte des Athylalkohols, 
z. B. Acetaldehyd oder Essigsiure und dergleichen. Es ist aber unwahr- 
scheinlich, daB dadurch die Harnquotienterhéhung restlos erklart wird, 
denn wenn man schon bei geringeren Alkoholgaben genétigt ist, dvnami- 
sche Wirkungen auf den Stoffumsatz anzunehmen und daraus die 
beobachtete Harnquotientanderung zu erklaren, so kann man an solchen 
dynamischen Wirkungen unméglich achtlos vorbeigehen, wenn eine 
Erhéhung der Alkoholgabe vorliegt. 

Ich erinnere daran, daB Strassmann (2), Bing (3) und Bodldnder (4), 
besonders auch Atwater und Benedict (5) auf Grund ihrer Versuche 
betonen, daB vom genossenen Alkohol héchstens 2 bis 5°, den Kérper 
als Alkohol wieder durch Lunge und Harn verlassen, wahrend alles 
ubrige oxydiert wird. Fiir die nichttoxische Alkoholgabe in meiner 
zuerst genannten Versuchsreihe kann man also auch daraus ohne 
weiteres den SchluB ziehen, daB die beobachteten Harnveranderungen 
niehts mit der Ausscheidung von Alkohol oder seiner mangelhaft oxy- 
dierten Derivate im Harn zu tun haben; fiir diese toxische Alkohol- 
wirkung in meiner letztgenannten Versuchsreihe sprechen diese Beob- 
achtungen in dem Sinne, daB auch hier die Harnquotientanderung 
wahrscheinlich nicht durch die Anwesenheit von Intermediarprodukten 
des mangelhaft oxydierten Alkohols hervorgerufen wird. 

Gerade die Wirkung der grofen narkotischen Alkoholgaben habe ich 
in meiner vorliegenden Arbeit studiert. Ich habe auch noch einmal 
die Versuche mit kleineren Alkoholgaben wiederholt, weil in der gemein- 
samen Arbeit mit Bickel (1) lediglich der Oxydationsquotient bestimmt 
worden war, und es mir zur Vertiefung unserer Kenntnisse wiinschens- 
wert schien, auch die Quotienten C: N und Vacat-O:C bei verschie- 
dener Alkoholdosierung festzustellen. 

Die Versuchsanordnung war im allgemeinen dieselbe wie in der Arbeit 
von Bickel und Kanai (1). Das Kérpergewicht der Versuchskaninchen blieb 
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wahrend der Versuchsdauer ziemlich konstant, obschon die taglich verzehirte 
Futtermenge im Verlauf der Versuche sich 6fters allmahlich et was verminderte. 
Es macht sich wohl in den beiden Erscheinungen: Gewichtskonstanz und ab- 
nehmende Futtermenge der Ersatz eines Teiles der Nahrung durch Alkohol 
geltend. Taglich wurde im Harn jeden Tieres der Stickstoff nach A jeldahd und 
Vakat-O nach Miiller-Kanitz (6) und C nach Niclous-Osuka (7) bestimmt. 
In einzelnen aufeinanderfolgenden Periodenabschnitten wurden die Mittel- 
werte fiir N, C und Vakat-O berechnet, durch Division dieser Durchschnitts 
zahlen die Mittelwerte fiir den Quotienten des betreffenden Perioden- 
abschnittes gefunden. In der Tabelle I sind die Versuchsergebnisse zu 
-ammengestellt 

Aus der Tabelle laft sich ersehen, dap C: N bei kleineren und groperen 
Alkoholgaben ohne Riicksicht auf die Dauer der Gaben sinkt, nur dap bei 
liingerer Dauer die anfdangliche Senkung etwas nachlapt. Man kann ferner 
sehen, dap Vacat-O:N, wie es auch die frihere Arbeit von Bickel 
und Kanai (1) gezeigt hatte, bei kleineren Alkoholdosen anfangs immer 
sinkt, bei griéperen Dosen aber Neigung zur Steigerung zeigt, dap bei 
langerer Gabe und besonders bei solcher, die mit einer Steigerung der Dosis 
einhergeht, dieser Quotient sich aber in der Regel erhdht. Der Quotient 
Vacat-O: C zeigt bei gréBeren Alkoholgaben oder bei kleineren Gaben 
und lingerem Gebrauch fast immer Steigerung. Aus dem Verhalten des 
Quotienten Vacat-O:C ergibt sich insonderheit, dafs durch die Alkohol- 
gabe die C-Oxydation befirdert wird, und dap die dysoxydable Harnsubstanz 
in ihrer Struktur im Vergleich zum C geringer an Sauerstoff oder reicher 
an Wasserstoff wird. 

-II. Nachdem nun in dieser Weise der EinfluB der peroralen 
Alkoholgabe auf die Qualitaét der Oxydation im Kérper studiert und fest- 
gestellt worden war, daB durch Alkoholgabe die C-Oxydation eine Be- 
forderung erfahrt, war es von Interesse, zu untersuchen, in welcher 
Weise kleinere und gréBere Alkoholgaben den Blutzucker beeinflussen. 

Die Versuchsanordnung war derart, dal Kaninchen im AnschluB an 
ein 24stiindiges Hungern pro I kg Korpergewicht 1,5 oder 3,0 cem abs. 
Athylalkohol zu 50 cem Leitungswasser per 





os erhielten. Vor der Alkoholgabe und !),, 010 = 
1"/,, 2"/,, 3'/g, 44/2, eventuell auch 5'/, Stun- g/dl al 
den nach der Alkoholgabe wurde der Blut- g710| 7 


zucker nach Hagedorn-Jensen bestimmt. — go} 
Nach der Gabe von 1,5cem pro Kilogramm., 
bei der noch kein eigentlicher Rauschzu- | 
stand bei den Tieren (Abb. 1, Kaninchen 9080| 
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Nr. 7 bis 11) bemerkt wurde, bei der viel- al = | 
mehr die Tiere nur ruhig dasaBen und %7 
keinerlei St6rung erkennen lieBen, sank aus-  — g@0-— 
nahmslos der Blutzuckerwert sofort und 2° ea Se 
erreichte nach etwa 1'/, bis 2!'/, Stunden Abb. 1. 

den gr6Bten Tiefstand. Dann erhob er sich 1.5cem abs. Alkohol pro 1 kg 
allmahlich und erreichte nach 4'/, Stunden peroral. x Niichternwert. 


oder etwas spiter wieder den Normalwert. Kaninchen Nr. 7 bis 11. 
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Bei der Gabe von 3,0 com Alkohol pro Kilogramm trat bei der Mehrzah 
der Tiere (Abb. 2, Kaninchen Nr. 12 bis 16) ein sehwerer Rauschzustand 
ein, in dem die Tiere nicht mehr richtig sitzen oder laufen konnten. Bei 
einem Tier (Nr. 15) war aber dieser Rauschzustand nur schwach angedeutet 
Bei diesem Tiere verlief auch die Blutzuckerkurve nach der Alkoholgabe 
genau wie bei den Tieren Nr. 7 bis 11. Bei den anderen Kaninchen de 
zweiten Gruppe (Nr. 12, 13, 14, 16) stieg in der ersten halben Stunde nach 
dieser groBen Alkoholgabe der Blutzucker mehr oder minder stark an 
sank dann aber stark und erreichte erst nach 3), bis 4'/, Stunden sein 
Minimum. Nach 5'/, Stunden war der Anfangswert in keinem Falle wieder 
erreicht, sondern der Blatzuckerwert lag noch immer tief darunter. wenn 
auch die Blutzuckerkurve aufsteigende Tendenz zeigte. Bei noch gréBeren 
Dosen (5cem pro Kilogramm), wobei die Tiere 4 bis 5 Stunden nach det 
Alkoholgabe berauscht dalagen, war die initiale Steigerung vorhanden, dann 
trat eine sehr maBige voriibergehende Senkung auf. der eine sehr stark 
und langanhaltende Steigerung nachfolgte. Bis zu etwa 4 bis 5 Stunden 
nach der Alkoholgabe stieg der Blutzucker stetig an, dann begann er zu 
sinken, und mit der Senkung klang der Rauschzustand ab (Abb. 3, 
Kaninchen Nr. 17 bis 19). 
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Abb. 2. Abb. 3. 
3.0 cem abs. Alkohol pro 1 kg per- 5,0cem abs. Alkohol pro 1 kg peroral. 
oral. X Niichternwert. Kaninchen < Niichternwert. Kaninchen Nr. 17 
Nr. 12 bis 16. bis 19. 


Vor mir haben bereits Oppermann (8) und Burdi (9) in Tierversuchen 
den EinfluB der Alkoholgabe auf den Blutzucker untersucht. Oppermann 
sah die Hypoglykamie. Burdi, der Hunden 3, 4 und 5 ccm absoluten Alkohol 
pro Kilogramm Korpergewicht peroral verabfolgte, beobachtete in sechs 
Versuchen eine Hypoglykamie, die nach der Gabe von 3c¢cem 1 Stunde 
dauerte, nach der Gabe von 4 bis 5cem aber 4 bis 5 Stunden anhielt. In 
einem Versuch wurde jede Wirkung auf den Blutzucker vermiBt. Hétenyi(10) 
fand am leber- und stoffwechselgesunden Menschen nach der Gabe von 
40 ¢ Kognak in 100 cem Tee eine Hyperglykamie von zweistiindiger Dauer: 
aber bei fiinf von diesen zehn Versuchen trat eine initiale, rasch voriiber- 
gehende Hypoglykamie auf. Edkins und Murry (11) gaben beim Menschen 
0,57 cem abs. Alkohol pro 1 kg Kérpergewicht in 300cem Wasser und 
sahen in den ersten beiden Stunden nach der Alkoholgabe iiberhaupt keine 
Anderung am Blutzucker, danach aber eine sehr leichte Hypoglykamie 
auftreten. Beim diabetischen Menschen beobachteten Umber (12) und 
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Hétenyt (10) tibereinstimmend nach der Alkoholgabe eine’ Blatzucker- 
senkung. 

Aus meinen Versuchen und aus denjenigen der hier genannten 
Autoren ergibt sich folgendes: 

a) Die Alkoholwirkung auf den Blutzucker ist uneinheitlich. 

b) Bet kleineren Alkoholgaben ist die Hypoglykdmie vorherrschend, 
bei gréBeren Alkoholgaben dagegen die Hyperglykdamie. 

c) Bei der groBen Alkoholgabe ist eine initiale voriibergehende H ypo- 
glykdmie héaufig. 

d) Zwischen der Dauer der Hyperglykdmie und derjenigen des 
Rauschzustandes besteht eine Parallelitat. 

¢) Beim Diabetiker wirken mittlere Alkoholgaben in der Regel blut- 
zuckersenkend. 

Die initiale, hypoglykimische Wirkung bei groben Alkoholgaben 
kann ohne weiteres als die iibliche hypoglykimische Wirkung einer 
kleineren Alkoholgabe angesehen werden, da es ja einige Zeit dauert, 
bis die dargereichte groBe Alkoholmenge resorbiert ist und sich voll 
auswirken kann. Es harren also der Erkldrung die hypoglykdmische 
Wirkung der kleineren und die hyperglykdmische Wirkung der griferen 
Alkoholgabe im normalen Kérper und die blutzuckersenkende Alkohol- 
wirkung bei mittlerer Alkoholgabe beim Diabetiker. 

Aus den Stoffwechseluntersuchungen von Bickel und Kanai (1) 
ergab sich die oxydationssteigernde Wirkung kleiner Alkoholgaben. 
Jetzt wissen wir, daB kleinere Alkoholgaben blutzuckersenkend wirken 
im normalen und diabetischen Kérper. 

-III. Wenn der Alkohol mit seiner leichten Verbrennbarkeit 
und dem hohen Kaloriengehalt (7,2 Cal/g) als Stellvertreter von anderem 
Nahrmaterial, besonders von Zucker zur Warmebildung herangezogen 
wird, so ist darin zunichst ein Grund fiir eine Zuckereinsparung 
gegeben. Diese Zuckereinsparung kann sich auswirken im Sinne einer 
Herabsetzung der Zuckerbildung aus Glykogen oder auch aus anderem 
Material; besonders beim Diabetiker muB man an letzteres (z. B. Fett) 
denken. Im normalen Kérper miiften also bei dieser kleinen Alkoholgal 
die Glykogenbestinde zunchmen. Nach meinen nachstehend mitgeteilten 
Glykogenversuchen nimmt in der Tat das Leberglykogen nach der Gabe 
mittlerer Alkoholdosen zu. 

Wenn der Alkohol die Qualitaét der Oxydationen verbessert, wird 
er auch zu einer gesteigerten Zuckerverbrennung fiihren kénnen. Beds 
Momente: die Zuckereinsparung, d.h. Glykogenvermehrung, und die 
Oxydationssteigerung kénnen bei der Blutzuckersenkung, die nach 
den kleineren Alkoholgaben im normalen und diabetischen Organismus 
auftritt, natiirlich auch zusammenwirken, wie es ja auch bei der Insulin- 
wirkung der Fall ist. 








I. Kanai: 


Worauf beruht nun die Blutzuckersteigerung bei den grofen Alkoho! 


gaben? Aus meinen Stoffwechselversuchen ergibt sich Oxydations 
hemmung bei gréBeren Alkoholgaben. Die Oxydationshemmung kann 
natirlich auch das Auftreten einer Hyperglykimie begiinstigen. Wem 
aber der Alkohol in der toxischen Dosis die Zuckerverbrennung in de: 
Peripherie erschwerte, dann wiirde die dadurch herbeigefiihrte Zucke: 
stauung im Blute sich auch auf die Leber im Sinne einer Glykogen 
stauung auswirken kénnen, und das Leberglykogen miiBte ebenfalls 
vermehrt sein. Es kénnte natiirlich auch die Hyperglykamie durch ein: 
gesteigerte Glykogenausschiittung aus der Leber infolge einer toxischen 
Alkoholwirkung auf letztere entstehen. Eigene diesbeziigliche Versuch: 
habe ich nicht gemacht. 

Dagegen hat Salant (13) bei hierauf beziiglichen Versuchen folgendes 
gefunden. Wenn er bei Kaninchen bei taglichen groBen Alkoholgaben 
von 3 bis 6cem Alkohol abs. pro Kilogramm 4 bis 6 Tage lang neben dem 
Alkohol noch 5,5 bis 29,0 g Glucose gab, so war das Leberglykogen gew6hn 
lich etwas geringer als bei den Kontrolltieren, die nur Glucose erhalten 
hatten. Wenn aber kurze Zeit, d. h. 5 bis 7 Stunden nach der letzten Alkohol 
gabe, also wahrend des Intoxikationsstadiums die Kaninchen zur Be 
stimmung des Leberglykogens getétet wurden, dann war das Leberglykogen 
in der Regel bei den Alkoholtieren vermehrt. Dieser letzte Befund bestatigt 
meine erstgenannte Annahme, da bei gréBeren Alkoholgaben, solange 
ihre toxische Wirkung auf die Zellen in der Peripherie anhalt, das Leber 
glykogen vermehrt ist, genau wie ich es bei den kleineren Alkoholgaben 
gefunden habe. 

Es ist also offenbar die Leberglykogenvermehrung nur in der Zeit 
vorhanden, in der eine Alkoholgabe Blutzuckerveranderungen hervorruft. 

Meine Glykogenversuche, deren Resultat ich vorstehend schon vorweg- 
genommen habe, wurden an Kaninchen ausgefiihrt, die 48 Stunden 
nmichtern gehalten worden waren. Die Glykogenbestimmung wurde 
unter Zugrundelegung der Pfliigerschen Methode in Anlehnung an die 
Angaben von QO. Bésel (14) wie auch von Bickel und Nigmann (15) 
ausgefiihrt. 

Versuchsgruppe I. 

Glykogenbestimmung in der Leber von Kaninchen, die 48 Stunden 

niichtern gehalten worden waren. 


Glykogentraubenzucker in 100g frischer Leber. 


Kaninchen Nr.7. . . . . . O.700g 
S...<«.» « Oe 
So. & ss « « Oe 
Mittelwert ....... . 0,622¢ 


Versuchsgruppe II. 


Glykogenbestimmung in der Leber von Kaninchen, die 48 Stunden 
niichtern gehalten worden waren und dann 3,0 cem Alkohol abs. pro 1 kg 
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Kérpergewicht zu‘50 ccm Wasser durch die Schlundsonde erhalten hatten 
und 3!/, Stunden spater getétet worden waren. 
Glykogentraubenzucker in 100 g frischer Leber. 


Kaninchen Nr. 10... . . «L057 ¢ 
Mm wosokse « CR 
ZW .s« cs ts LD 
iw sis.s.-«s EeeRe 
Mittelwert oe Me ae oe a 


Ein Vergleich der von mir gefundenen Niichternwerte mit den- 
jenigen von Bickel und Nigmann (15) im Jahre 1929 mitgeteilten zeigt 
eine gute Chereinstimmung; 3!/, Stunden nach der peroralen Alkohol- 
gabe von pro Kilogramm 3,0 ccm abs. Alkohols zu 50 ccm Wasser, 
also zur Zeit der grépten Blutzuckersenkung, war der Leberglykogenwert 
deutlich erhéht und zwar im Durchschnitt um 40°... 

Durch diese Versuche war also die unmittelbare Alkoholwirkung 
auf den Blutzucker und das Leberglykogen im niichternen Kérper 
klargelegt worden. Dabei hatte sich ergeben, daB kleinere Alkoholgaben, 
wie sie praktisch beim AlkoholgenuB fast nur in Frage kommen, eine 
Blutzuckersenkung hervorrufen, und dab diese Blutzuckersenkung 
wahrscheinlich zwei Ursachen hat: Vollstdndigere energetische Ausnutzung 
des Materials in den Geweben der Peripherie und Materialeinsparung, 
hergeleitet aus der Funktion des Alkohols als Stellvertreter zu fungieren. 
Da aber die Blutzuckersenkung nur einige Stunden eine einmalige 
Alkoholgabe iiberdauert, kann in der spiteren Zeit ja doch wieder 
Glykogen mobilisiert werden und Zucker durch jene andere Alkohol- 
wirkung in qualitativ verbesserter Form und in erhéhtem Umfang 
mitoxydiert werden. 

IV. Angesichts aller dieser Erfahrungen war es von Interesse, fest- 
zustellen, wie nun der Alkohol den durch Nahrungszufuhr erhohten Blut- 
zucker beeinflupt. 

Umber (12) hatte bereits gefunden, daB beim Diabetiker bei der kom 
binierten Dextrose-Alkoholgabe die alimentar-hyperglykémische Kurve 
sich spater und langsamer erhebt als nach einer gleichen Dextrosegabe allein. 

Hétenyi (10) sah bei gleicher Versuchsanordnung beim Diabetiker 
dasselbe oder konnte iiberhaupt keinen EinfluBi des Alkohols finden. Bei 
stoffwechselgesunden und = insbesondere auch lJebergesunden Menschen 
beobachtete dieser Autor keinen EinfluB des Alkohols oder einen Eintlub 
im Sinne einer Erhéhung der alimentiar-hyperglykamischen Kurve. Bei 
leberkranken Menschen war die Steigerung der alimentar-hyperglykamischen 
Kurve bei Dextrose-Alkoholgabe ganz besonders stark ausgepragt. Edhins 
und Murry (11) fanden bei der kombinierten Dextrose-Alkoholgabe ein 
steileres und héheres Ansteigen, aber auch einen jaiheren Abfall mit friiheret 
Riickkehr zur Norm bei der alimentér-hyperglykamischen Kurve im Ver 
gleich zur Dextrosegabe allein. 
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Aus allem ergibt sich, daB beim Diabetiker der Alkohol begiinstigend 
auf die Zuckerverwertung einwirkt, sei es im Sinne einer Glykogenisierung, 
sel es im Sinne eines gesteigerten Zuckerabbaues. Beim Leberkranken abe 
wird durch den Alkohol die Zuckerverwertung beeintrachtigt. Beim stoff- 
wechsel- und lebergesunden Menschen endlich fehlt nach Hétenyi entweder 
jeder Einflu8 des Alkohols auf die alimentar-hyperglykamische Kurve bei 
gleichzeitiger Dextrosegabe, oder die Zuckerverwertung ist etwas ver- 
schlechtert. 

Im Hinblick auf dieses zweifelhafte Ergebnis der Hétenyischen Ver- 
suche habe ich einige Versuche an Kaninchen gemacht, teils bei gleicher 
Anordnung, teils indem ich an Stelle der Dextrose ein hyperglykamisch 
wirkendes Aminoséurengemisch gab. 

Bei meinen Glucoseversuchen bekamen die 24 Stunden niichtern 
gehaltenen Kaninchen pro lkg Kérpergewicht entweder 1,5 cem = abs. 
Alkohol plus 1,0 g Dextrose in 50cem Wasser gelést per os oder nur 
1.0 g¢ Dextrose in der gleichen Wassermenge gelést. 


Bei meinen Versuchen (Abb. 4, Kaninchen Nr. 20, 21, 22) zeigte 
sich, daB bei der Dextrose-Alkoholgabe die alimentir-hyperglykdmische 
Kurve immer einen niedrigeren Gipfelpunkt hatte und steiler abfiel und 
frither zur Norm zuriickkehrte, als es bei der Dextrosegabe allein der Fall war. 

















0200 | 7 
A Haninchen Nr 20 \Aaninchen Nr 21 ae Nré2 | 
i x 
0,160 - N i J YN i | 
\ 
O10 ‘ i \ 
SN 3 bi 
240 | i 
| ** =<] \ L — 
es I ae od 
2100 ' 2 =" ~7 
! — | | 
0,080 7 7 





Abb. 4. (Alkohol-Glucoseversuch.) 
—— 1,0 g Glucose pro Kilogramm peroral. 
1,0 g Glucose + 1,5ccem abs. Alkohol pro Kilogramm peroral.  Niichternwert. 


Das bei den Aminosaure-Alkoholversuchen verwandte Aminosauren- 
gemisch war das niamliche, reine kristalline Gemisch, mit dem ich (16) 
einen Teil meiner frither ver6ftentlichten Versuche tiber den EinfluB der 
Aminoséuren aut den Blutzucker gemacht und blutzuckersteigernde 
Wirkung gefunden hatte. Die hyperglykamische Kurve verliuft nach dieser 
Aminosauregabe auf einem sehr viel niedrigeren Niveau als nach der Glucose- 
gabe. Ich gab pro Lkg Koérpergewicht bei den 24 Stunden niichtern ge- 
haltenen Kaninchen 1,0 g¢ Aminosiéuregemisch bzw. die Aminosiuremenge 
plus 1,5cem abs. Alkohol pro Kilogramm. Die Substanzen waren immer 
in 50cem Wasser gelést. 


Das Ergebnis dieser Versuche war folgendes: In zwei von drei 
Versuchen (Abb. 5) war einmal (Kaninchen Nr. 23) der Verlauf der 
alimentar-hyperglykamischen Kurve wesentlich niedriger nach der 
Aminosaure-Alkoholgabe als nach der Aminosiéuregabe allein, ein 
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andermal (Kaninchen Nr. 25) lieB der Alkohol tiberhaupt keine Blut- 
zuckersteigerung aufkommen. In einem dritten Falle (Kaninchen Nr. 24) 
wurde eine Alkoholwirkung vermiBt, d.h. der Verlauf der beiden 
Kurven war fast identisch. 

Aus diesen Versuchen geht hervor, dap der Alkohol in kleineren Gaben 
beim gesunden Kaninchen die durch gleichzeitige Glucose- oder Aminosdure- 
gabe bedingte alimentar-hyperglykdmische Kurve in der Regel deutlich 
abschwdacht und verkirzt. Nur ganz ausnahmsweise ist der Alkohol 
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Abb. 5. (Alkohol-Aminosiureversuch.) 
—— 1,0g Aminosiuregemisch pro Kilogramm peroral. 
--—-- 1,0 g Aminosiuregemisch + 1,5 cem abs. Alkohol pro Kilogramm peroral 
Niichtern wert. 


bei dieser Dosierung einmal unwirksam. Die Angabe Hétenyis, dab beim 
stoffwechselgesunden Menschen der Alkohol die alimentar-hyper- 
glvkimische Kurve nach Glucosegabe steigere, habe ich beim Kaninchen 
nicht gefunden. Das Ergebnis dieser meiner Versuche fiigt sich durchaus 
in den Rahmen meiner tibrigen Beobachtungen iiber die verbesserte 
Materialverwertung im intermediadren Stoffwechsel nach kleineren 
Alkoholgaben. 

V. Wenn wir nun auf Grund aller im vorstehenden mitgeteilten 
Versuche zu der Uberzeugung kommen, dap kleinere Alkoholgaben voriiber- 
gehend materialsparend, insbesondere voriibergehend zuckersparend wirken, 
dann miifte sich dieses am respiratorischen Quotienten zeigen. Bekannt ist, 
daB bei AlkoholgenuB der respiratorische Quotient tief liegt. Fiir den 
Alkohol selbst ist dieser Quotient 0,67. Wiirde im Kérper nur Alkohol 
und nichts anderes verbrannt, so miBte der respiratorische Quotient 
auf diesen Wert sinken. Da aber gewohnlich neben dem Alkohol noch 
anderes Material mitverbrannt wird, liegt der beobachtete respiratorische 
Quotient nach Alkoholgabe gewéhnlich héher, nimlich bei etwa 0,70 
bis 0,75. 

Um die Wirkung des Alkohols auf den Lungengaswechsel, insbesondere 
auf den respiratorischen Quotienten mit meinen Tierversuchen in Be- 
ziehung setzen zu kénnen, habe ich an zwei stoffwechselgesunden, e1 
wachsenen Mannern einige Respirationsversuche gemacht iiber den Eintluls 
von kleineren Alkoholgaben, wie ich sie ahnlich bei meinen Tierversuchen 
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mit den kleineren Alkoholdosierungen angewandt hatte. Beim Menschen 
gab ich 0,25 c¢em abs. Alkohol pro 1 kg Korpergewicht in LOO com Wasser 
peroral. Diese Dosierung war so gewiahlt, dai bei den Versuchspersonen 
keinerlei Anzeichen von Trunkenheit auftraten. Es trat nur etwas Herz- 
klopfen und Gesichtsréte auf. Die Gaswechselversuche wurden mit dem 
Zuntz-Geppertschen Apparat gemacht. Alle bei solchen Gaswechselversuchen 
ertorderlichen Vorsichtsmabregeln wurden peinlichst eingehalten. Die 
Gaswechselbestimmungen wurden im nichternen Zustande vor der Alkohol- 
gabe, ferner !/,, 1,4. 3 und 4 Stunden nach der Alkoholgabe vorgenommen. 

Aus der Tabelle IL ergibt sich, dafB der respiratorische (Quotient 
unter der Alkoholwirkung voriibergehend sinkt. Das spricht fiir eine 
voriibergehende Verminderung der Zuckerverbrennung nach — der 
kleineren Alkoholgabe. 

Nicht minder interessant ist das Ergebnis meiner Versuche tiber div 
Beeinflussung des Grundumsatzes durch die genannten kleineren Alkohol- 
gaben. 

Aus den Beobachtungen tiber die Beeinflussung des Harnquotienten 
C:N durch langere Zeit taghch wiederholte perorale kleinere Alkoholgaben 
bei Kaninchen ging hervor, da8 der Alkohol bei dieser Dosierung im inter- 
mediaren Stoffwechsel die C-Oxydation beférdert, doh. Ci: N sinkt. Diese 
Senkung der Harnquotienten (:N, mit der bei den kleinen Dosen auch 
immer eine Senkung des Harnquotienten Vakat-O: N parallel ging, wurde 
im Sinne einer qualitativ besseren Durchoxydierung des Materials im inter- 
mediaren Stotfwechsel gedeutet. Es handelt sich hier um den Tagesdurch- 
schnittswert. Es ist gewiB nicht unbedingt erforderlich, dali mit dieser 
Oxyvdationsverbesserung in qualitativer Hinsicht auch eine quantitative 
Steigerung des gesamten Materialumsatzes. d.h. eine Grundumsatz- 
erhéhung immer einhergeht. Denn es kénnen auch im Tagesdurehschnitt 
in dem Sinne hier partielle oder vollstandige Kompensationen eintreten, 
daB der O.-Verbrauch zu verschiedenen Zeiten nach der Alkoholgabe bald 
nach der Minus- bald nach der Plusseite ausschlagt. Wie sich der Grund- 
umsatz im unmittelbaren AnschluB an kleinere Alkoholmengen beim ge 
sunden Menschen verhalt, geht aus der Tabelle Il hervor. 

Bei den ersten zwei Versuchen sank der Grundumsatz in der ersten 
halben Stunde nach der kleineren Alkoholgabe deutlich. Bei dem 
dritten Versuch stieg er zuerst etwas an und sank dann aber stark 
nach 1!’, Stunden. Darauf erhob er sich bei allen Versuchen langsam 
und zeigte 3 Stunden nach der Alkoholgabe eine Steigerung, wobei er 
den Niichternwert in zweitelsfreier Weise tiberschritt. 

Die Senkung des Grundumsatzes ist also nur cine voriibergqehend: 
Initialwirkung der kleinen Alkoholgaben. Sie wird 3 bis 4 Stunden nach 
der Alkoholgabe von der Steigerung des Grundumsatzes abgelést. Die 
initiale Grundumsatzsenkung fallt annahernd zusammen mit der von 
mir beobachteten initialen Blutzuckersteigerung. die Grundumsatz- 
erhéhung zu Beginn wenigstens mit der Blutzuckersenkung, der Gly- 
kogenvermehrung und der voriibergehenden Senkung des respiratori- 
schen Quotienten. Diese letztere Koinzidenz (Grundumsatzsteigerung 
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Blutzuckersenkung— Glykogenvermehrung-- Erniedrigung des respira- 
torischen Quotienten) zeigt, daB die kleinere Alkoholgabe die Oxydation 
in qualitativer Richtung anfacht, in dieser Periode besonders Eiweil 
und Fett und wohl auch den Alkohol selbst zur Oxydation heranzieht 
da} der Zucker dabei vor der Verbrennung geschiitzt und bei sinkende: 
Blutzuckerkurve glykogenisiert wird, soweit er in beschrianktem Umfang 
nicht vollstindiger verbrannt wird. 

Die Steigerung des Grundumsatzes nach Alkoholgabe ist aber nicht 
von allen Forschern, die sich mit dieser Frage befaliten, gefunden worden. 
Dagegen geben fast alle Autoren die Senkung des respiratorischen Quotienten 
an. Bornstein und Loewy (17), Zuntz und Berdez (18), Geppert (19), Bene 
dict (20) sahen keine Grundumsatzanderung nach Alkoholgabe. Arnold, 
und Schechter (21) sahen nach dem Ehrmannschen Alkoholprobetrunk bei 
normaler Aziditaét des Magens leichte Grundumsatzsenkung oder keine 
Anderung. Weiss und Reiss (22) (beim Kaninchen), Monaldi (23), Wol 
fers (24) (beim WKaninchen) beobachteten eine Grundumsatzsteigerung 

Es haben also einige der oben genannten Autoren die Steigerung 
andere keine Verainderung des Grundumsatzes beobachtet. Aber alle 
diese Untersuchungen betrafen die akute Wirkung des Alkohols, die in 
der Regel nur fiir kurze Zeit nach der Alkoholgabe auftritt. Im Gegen- 
satz zu diesen Untersuchungen hat Zahn (25) die Grundumsatzsteigerung 
als haufige NSpatwirkung 9 bis 10 Stunden, ausnahmsweise — sogat 
20 Stunden nach einer einmaligen, allerdings gréBeren Alkoholgabe 
gefunden. Aus meinen Gaswechseluntersuchungen ergab sich eine 
deutliche Neigung zur Grundumsatzsteigerung schon 3 bis 4 Stunden 
nach der Alkoholgabe. Es ist méglich, daB bei noch weiterer Fort- 
setzung der Beobachtung ich diese Steigerung als noch langer dauernd 
hatte feststellen kénnen. 

Wenn sich auch die Zuckeroxydation im unmittelbaren Anschlub 
an die Alkoholgabe vermindert, wie es das Verhalten des respiratorischen 
Quotienten zeigt, ergab doch die Harnquotientuntersuchung im 
24stiindigen Harn die Beférderung der C-Oxydation. 

Es ist bekannt, daB der Alkoholgehalt im Blut bei nicht zu groBer 
Alkoholgabe etwa 30 Minuten nach der Einnahme den Héhepunkt 
erreicht, dann wieder rapid sinkt und nach etwa 3 bis 4 Stunden fast 
auf den sogenannten .,Nichternwert™ zuriickkehrt. 

Man kann also daran denken, dap die Oxydation des Zuckers in den 
ersten Stunden nach der Alkoholgabe, in denen der Blutalkoholgehalt hoch 
ist, infolge der Zuckervertretung durch leicht verbrennbaren, an Kalorien 
hochwertigen Alkohol hintangehalten wird, daB aber spdter mit dem 
Riickgang des Blutalkohols und dem steigenden respiratorischen (Quo- 
tienten Zucker wieder in verstarktem MaBe zur Oxydation herangezogen wird. 

Es geht die Harnquotientanderung mit der Spatwirkung des Alkohols 
auf den Grundumsatz durchaus konform: die erstere zeigt eine qualitativ 





ira- 
rion 
reiB 
ht, 
der 
ang 


ing 
rar 
ibe 

ine 
len 
rt- 
nd 


ul 
en 
im 


ser 
kt 


ist 


en 


wh 





KintluB des Alkohols auf die Oxydation. DOD 


verbesserte Oxydation, besonders am Kobhlenstoff, die letztere eine 
quantitative Steigerung der gesamten Oxydation. 

Diese Spatwirkung des Alkohols auf den Grundumsatz wie auch auf 
den Harnquotienten kénnen auf nichts anderes als auf eine indirekte 
dynamische Wirkung des Alkohols zuriickgeftihrt werden. 

Aus dem Ergebnis aller in dieser Arbeit mitgeteilten Beobachtungen 
ersieht man, daB auch der Alkohol, wie viele andere Stoffe je nach der 
Dosierung in manchen Beziehungen gegensitzlich auf den Korper 
einwirken kann. In den héheren Dosen erweist er sich in meinen Ver- 
suchen als eine oxydationshemmende Substanz. In den geringeren 
Dosen aber entfaltet er doch Wirkungen im Stoffwechsel, Oxydations- 
verbesserung und dergleichen, die vom therapeutischen Standpunkt 
aus vielfach sogar als erwiinscht bezeichnet werden kénnen, besonders, 
wenn man damit jene anderen Wirkungen des Alkohols, wie z. B. die 
Wirkung auf die Férderung der Sekretion des Verdauungssaftes, auf 
den Blutumlauf usw. in Zusammenhang bringt. 


Zusammenfassung. 

1. Bei peroraler, chronischer Alkoholgabe mit kleineren Dosen 
sinken die Harnquotienten C: N und Vakat-O: N, wiihrend der Harn- 
quotient Vakat-O: C unverindert bleibt oder ansteigt. Bei peroraler, 
chronischer Alkoholgabe mit gr6éBeren Dosen sinkt der Harnquotient 
C:N, wahrend die Harnquotienten Vakat-O:N und Vakat-O: C 
ansteigen. 

2. Bei einmaligen, kleinen, peroralen Alkoholgaben sinkt voriiber- 
gehend der Blutzucker, bei gréBeren Alkoholgaben steigt er an. 

3. Die durch einmalige, perorale Dextrose- oder Aminosaure- 
zufuhr bedingte alimentir-hyperglykimische Kurve wird durch gleich- 
zeitige perorale Gabe kleiner Alkoholmengen gewohnlich erniedrigt 
und verkiirzt. 

4. Einmalige kleinere Alkoholgaben steigern, wenn auch wohl nur 
voribergehend, nach peroraler Zufuhr den Glykogengehalt der Leber 
(Bestimmung 3! , Stunden nach der Alkoholgabe). 

5. Einmalige kleinere perorale Alkoholgaben senken den respira- 
torischen Quotienten voriibergehend und steigern haufig den Grund- 
umsatz, wenn auch unter Umstinden nach einer initialen Senkung 

6. Aus den oben genannten Punkten ergibt sich: Die Wirkung 
kleiner peroraler Alkoholgaben gipfelt also in einer qualitativen und 
hiufig auch quantitativen Steigerung der Materialoxydation bei an- 
finglicher voriibergehender Schonung des Zuckers und Begiinstigung 
seiner Glykogenisierung. GréBere, berauschende Alkoholmengen wirken 


dagegen oxydationshemmend. 
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Uber Prolysin, a-Amino-e-hydantoincapronsiure, ein neues 
Abbauprodukt des Eiweibes. I. 


Von 
Mitsunori: Wada. 


MitgeteiIt von OU. Suzuki. Agrikultur-chemisches Institut der Katsert. 


Universitat Tokio, Komaba. Tokio.) 
( Einqeqange nam S. Mdrz 19 a3.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Vor kurzem, als der Verfasser sich mit der [solierung des Citrullins 
aus tryvptischen Verdauungsprodukten des Caseins (1) beschaftigte, 
beobachtete er, da der Verdauungssaft auBer Citrullin noch eine Sub- 
stanz enthalt, welche die fiir Harnstoffgruppen  charakteristische 
Schifische sowie P. Ehrlichsche Reaktion gibt. Diese Substanz ist 
gegen Sauren bestandiger als Citrullin und existiert noch nach dem Zer- 
stéren des Citrullins durch verdiinnte Salzséure in der’ Fliissigkeit. 
Sie entsteht auch bei vorsichtiger Verdauung des Eiweibes durch ver- 
diinnte Sauren. Durch langeres Erhitzen mit konzentrierten Sauren 
oder Alkalien wird sie aber vollstandig zerstort. Am besten kann man 
eine alkoholische Salzsaurelésung fiir die Verdauung anwenden. 

Seitdem hat der Verfasser sich bemiiht. diese Substanz zu isolieren, 
Wenn die Verdauungsfliissigkeit, die die obengenannten Reaktionen 
gibt, bis zu schwach saurer Reaktion neutralisiert, mit Tierkohle ent- 
farbt und mit einer verdiinnten alkoholischen Losung von Nanthyvdrol 
versetzt wird, so kann man diese Substanz als Nanthviverbindung 
in farblosen Prismen bekommen. Ferner entsteht. wenn die neutralisierte 
Verdauungsfliissigkeit nach starkem Einengen im Vakuum mit fiinf- 
facher Menge Methylalkohol versetzt wird, ein Niederschlag, der starke 
Schifische Reaktion gibt. Wird nun dieser Niederschlag in’ Wasser 
gelost und mit Silbernitrat und Baryt fraktioniert gefallt. so erhalt 
man diese Substanz als Silbersalz, welches in tiblicher Weise in’ kri- 
stallinisches Kupfersalz verwandelt und gereinigt wird 

Die aus reinem Kupfersalz regenerierte freie Substanz bildet ein 
hygroskopisches, weibes, kristallinisches Pulver, das loslich in) Wasser, 
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unloslich in Alkohol und Ather ist. Im Kapillarrohr erhitzt. beginnt 
es bei 209" sich zu farben und zersetzt sich bei 222" Es gibt die 
Schifische, P. Ehrlichsche, Jaffesche sowie die Binret- und Triketohyd- 
rindenreaktionen: es bildet  hellblaues Kupfersalz wie gewohnliche 
Aminosauren und auch kristallinisches Pikrat. Gegen Nanthydrol ver- 
halt es sich wie Harnstoff und bildet eine kristallinische Monoxanthyvl- 


verbindung 





Abb. 1. 
Monoxanthyviprolysin bs 265, 
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Abb. 2 Abb. 3. 





Prolvsinpikrat 1:51 Kupfersalz der c-Aminopimelinsiure, 1: 165 


Die Analyse der freien) Substanz stimmt mit der Forme! 
C.H,,N,0, tiberein. Beim Kochen mit konzentrierten Sauren oder 

















Cher Prolysin, ein neues Abbauprodukt des Eiweives. 1. oY 
Alkalien wird sie glatt in Lysin gespalten. Wahrscheinlich ist sie eine 
Vorstufe des Lysins im EiweiBmolektil. So hat der Verfasser den Namen 
..Prolysin® fiir diese Substanz vorgeschlagen. 

Durch Reduktion und Hydrolyse des Prolysins mit Jodwasserstoff 
hildet sich x-Monoaminopimelinsaure, die weiter in Pimelinsaure gespalten 
wird. Durch Einwirkung von Bariumhydroxyvd bei Zimmertemperatur 
wird zuerst) x-Uramino-z’-aminopimelinsaure gebildet. welche weiter 
in Diaminopimelinsaure verwandelt wird, 

Schwefelwasserstoff und Bariumearbonat spalten sie in z-Uramino- 
z’-aminopimelinsaure und weiter in Harnstoff und z-Aminopimelinsaure, 

Bei Oxydation mit Salpetersdéure bei gewohnlicher Temperatur 
wird Parabansiure gebildet. 

Mit Harnstoff kondensiert, bildet sie Pentamethylendihyvdantoin, 
das durch Erhitzen mit Bariumhydroxyd in Cadaverin verwandelt wird. 

z-Aminopimelinsiure liefert) in’ analoger Weise mit Harnstoff 
¢-Hydantoincapronsaure, die beim = Kochen mit Bariumhydroxyd 
wieder in ¢-Aminocapronsiure gespalten wird. 

Durch Jodierung des Prolysins werden zwei Wasserstoffatome der 
Imidoradikales substituiert. 

Auf Grund der oben erwihnten Beobachtungen hat der Verfasser 
dem Prolvsin die folgende Formel zugeschrieben : 

NH—CH—CH, CH, CH, CH NH, 
CO 
NH—CO Coonr 
Prolysin: «@-Amino-:-hydantoincapronsiure. 
Die Umwandlung und Spaltungsweise des Prolvsins werden auf 


S. 60 schematisch dargestellt. 


Experimenteller Teil. 
Isolicrung des Prolysins. 

loa) LOkg Casein wurden mit S0Qcem konzentrierter Salzsaure 
5 Stunden unter RiicktluBkiihhing erhitzt. Nach dem Erkalten wurde die 
Losung mit Natriumhydroxvd bis zu schwach saurer Reaktion neutralisiert 
und mit Tierkohle entfarbt. Das klare. hellgelbe Filtrat wurde dann mit 
einer trisch bereiteten verdiinnten alkoholischen L6sung von Nanthydrol 
versetzt. Nach | Tag schied sich die Nanthylverbindung des Prolysins als 
feine, hellgelbe prismatische Kristalle aus, die abgesaugt. mit heiBem Alkohol 
vewaschen, in Chloroform oder Pyridin gelost, mit Tierkohle entftarbt, ein- 
vedampft und in Wasser eingegossen wurden. In der Weise erhielt man die 
Nanthylverbindung als farblose Prismen. Ausheute 2 g. 

Diese Kristalle lésen sich in Chloroform und Pyridin leicht, sind aber 
in heiBem Methyl-, Athylalkohol und in Ather unloslich. Im Kapillarrola 
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Uber Prolysin, ein neues Abbauprodukt des Eiweibes. 1. Ol 


erhitzt. werden sie bei etwa 245° braun, schmelzen aber bis 320° nicht. 
Analyse des Nanthylprolysins : 


2,921 mg Substanz: 0.290 cem Ny, (751.8 mim, 1s8°), N 13.07 °.. 
3.660. 4 0,345 ., N, (751.8 ,, 18%, N = 10,54°,. 
Ber. fiir CgHyN,O,.C,,HyO: = N — 10,63. 

Ber. fiir CoH ,,N, O04. 2 (Cj; HgO): N 4,29 %. 


Die Analyse stimmt mit Monoxanthylprolysin tberein. 

Zur Kontrolle wurde XNanthylallantoin in analoger Weise dargestellt 
und analysiert : 

3.030 mg Substanz: 0.440 com N, (767.5 mm, 15°), N 16.75 ©. 

Ber. fiir Monoxanthylallantoin: N 16,57 ©,. 

b) 500 ¢ Casein wurden mit fiinffacher Menge 25° ,iger Schwetelsaure 
hydrolysiert. Nach dem Entfernen der Schwefelsaiure durch Baryt setzte 
man der Lésung einige Tropfen konzentrierte Salzsiure und verdunnte 
alkoholische Nanthydroll6sung zu. Die Nanthylverbindung des Prolysins 
schied sich dabei als feine Prismen aus, die in Wasser und Alkohol unléslich 
waren. Ausbeute 0.7 g. 

¢) 25g Casein wurden mit Natriumearbonat neutralisiert, mit 0.5 g 
Trypsin (Kah/bawm) in 200cem Wasser versetzt und nach dem Zusatz 
von Toluol bei 37° stehengelassen. Nach 30 Tagen wurde die Fliissigkeit 
abfiltriert, mit Salzséiure angesaiuert und mit Nanthydrollésung versetzt. 
In diesem Falle wurde auch dieselbe XManthylverbindung kristallinisch 
erhalten. Die Ausbeute war allerdings sehr gering. 

2. a) 900g CGelatine wurden mit 900cem salzsiuregesattigtem, 60 °,igem 
Alkohol 8 Stunden gekocht (die Temperatur der Fliissigkeit war etwa 90°). 
Das Hydrolysat zeigte starke Biuretreaktion sowie die Schi//sche Reaktion 
(rotviolette Farbung mit Furfurol, Aceton und konz. Salzsiure). Es wurde 
mit 300 cem 50 °oiger alkoholischer Natronlauge neutralisiert, eingedamprtt. 
filtriert und mit 50° ,igem Alkohol gewaschen. Das Filtrat wurde dann im 
Vakuum zum Sirup eingedampft und mit fiinffacher Menge Methylalkoho! 
versetzt, wodurech ein Niederschlag entstand, welcher starke NSchi//sche 
sowie P. Ehrlichsche Reaktion gab. Der Niederschlag wurde in Wasser 
gelost und mit Silbernitrat und Baryt fraktioniert gefallt. Da die in saurer 
Lésung gebildete gelbbraune Fallung kein Prolysin enthielt, wurde = sie 
abfiltriert und zum Filtrat soviel Baryt zugegeben, bis es py 5.8 erreichte. 
Das Prolysin wurde dadurch fast vollstandig als hellgelber amorpher Nieder- 
schlag gefallt. Nach 1 Tag wurde es abfiltriert, sukzessiv mit wenig Wasser, 
Methylalkohol und Ather gewaschen und im Vakuum iiber Schwefelsaure ge- 
trocknet. Die Ausbeute an Silbersalz betrug etwa 12g. Um freies Prolysin 
darzustellen, wurde das Silbersalz in 50° jigem Alkohol suspendiert, durch 
Schwefelsiure und Schwefelwasserstoff von Baryt bzw. Silber befreit. 
eingedampft und mit Methylalkohol und Ather behandelt. Auf diese Weise 
erhielt man das Prolysin als weiBes, kristallinisches Pulver. Es bildet ein 
hellblaues, kristallinisches Kupfersalz vom Schmelzpunkt 260° welches 
in Wasser sehr leicht, in Methyl- und Athylalkohol aber unléslich ist. Das 
Pikrat des Prolysins kristallisiert in gelben Plattchen, schmilzt ber 122°. 
Es ist in Wasser leicht. in Methylalkohol und Ather unléslich. Das reine 
freie Prolysin, regeneriert aus reinem Kupfersalz, ist ein weibes, Kristallini 
sches Pulver, léslich in Wasser, unléslich in Methyl-, Athyl-, Butylalkohol. 
Aceton, Ather usw. Im Kapillarrohr erhitzt. beginnt es bei 209° sich zu 


farben und zersetzt sich bei 222°. 
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Die wasserige Losung reagiert neutral gegen Lackmus. Aus kon 
zentrierter Losung wird es durch Phosphorwolframsaure gefallt, nicht abe: 
aus verdiinnter Losung. Aus alkalischer L6sung wird es durch Quecksilbet 
sulze (wie Acetat, Nitrat, Sulfat und Chlorid) gefallt. Silbernitrat gibt 
in einer Lésung von py 5,6 bis 6.8 durch Zusatz von Baryt einen hellgelben 
Niederschlag. In saurer oder ammoniakalischer L6sung wird aber keins 
Fallung hervorgerufen. Das Silbersalz ist schwer léslich in Wasser und 
wird durch Zusatz von Alkohol wieder gefallt. Es l6st) sich in verdiinnte: 
Salpetersaure (6 bis 7°) und fallt wieder durch Zusatz von Baryt aus (bei 
pu etwa 6). Durch dieses Verfahren wird es am besten gereinigt. © Phospho 
molybdansaure, Gerbsaure oder basisches Bleiacetat geben keine Falling. 
Urease hat auch keine Wirkung auf Prolysin. 


Farbenreaktionen des Prolysins. 

1. Triketohyvdrindenreaktion: violett. 

2. Biuretreaktion: stark. Allantoin und Harnsdure geben auch 
dieselbe Reaktion. 

3. P. Ehrlichsche Reaktion (p-Dimethvlaminobenzaldehyd und 
Salzsaure): gelblichgriin, 

4. Schiffsche Reaktion (Furfurol, Aceton und konz. Salzsiure): 
violettrot. Allantoin und Citrullin geben auch dieselbe Reaktion. 

+. Phenol und Natriumhypochlorit: blau. 

6. Adamkicwiczsche Reaktion (konz. Schwefelsiure und Pepton): 
rotviolett. Allantoin gibt dieselbe Reaktion. 

7. Jaffesche Anhydridreaktion (Erhitzen mit  Pikrinsiure und 
Natriumearbonat): rot. Bei Allantoin dieselbe Reaktion. 

8. 1°,, Pyvrogallol in konz. Schwefelsdure: sch6n rotviolett. Allan- 
toin: gelblichgriin. 

9. 0,1 % 

10. 0.1°,, Skatoll6sung und konz. Schwefelsiure: gelblichrot. 


, Indollésung und konz. Schwefelsiure: rot. 

11. Paulysche Diazoreaktion: orange. 

12. Fehlingsche Léosung: beim langeren Erhitzen reduziert. 

13. Ferriferricvanidreagens: griinlichblau. 

14. Pyrrolreaktion: stark. 

15. Ferrichlorid: rote Fallung. 

16. Die folgenden Reaktionen fallen negativ aus: Willon, Sakaguchi, 
Mure vid, Folin, Mérner und Liechermannsche Nitrosoprobe. 

Analyse des freien Prolysins: 

4.946 mg Substanz: 8.043 mg CO,, 2.955 mg H,O. 





6,723 ., Pe 1.108 cem Ny (758.1 mm, 17°). 
c H N 
a So : 44.34 6.63 14,33 


Ber. (gH,gN;0,.... . 44.62 6.09 19.53 
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Uber Prolysin, ei neues Abbauprodukt des Eiweibes. I. O35 


Analy se des Kuptersalzes : 


3.383 mg Substanz: 4.86) me CO, 1.523 my H,O, 





3.505 .. OL508 com N. (FHS mm, 16°), 
S288 se 0.554 me Cud. 
( H N ( 
(ref. hoe ane, ay Re 39.19 5,0) 17,11 12,97 
Ber. (CSHyo Ns OygCu . . 39.03 4.91 17.08 12,92 


b) 4009 Gelatine wurden mit ISS cem konzentrierter Salzsaure une 
228 c¢cem abs. Athylalkohol 7 Stunden auf dem Wasserbad erhitzt (die 
Temperatur der Losung etwa 90°). Man setzte nun ISS g Natriumacetat 
zu. damptte im Vakuum bis zum Sirup ein und versetzte mit dreitacher 
Menge Methyvlalkohol. Der dadurch entstandene Niederschlag gab starke 
Schitische sowie P. Ehrilichsche Reaktion. Dann wurde der Niederschlag in 
Wasser gel6st und 15g Silbernitratlosung zugesetzt. von der gebildeten 


Fallung abfiltriert und das Filtrat mit Baryt bis zu py 6 versetzt. Das 
Prolysin wurde dadurch als Silbersalz vollstandig gefallt. Ausbeute an 


Silbersalz etwa 5.8 g. 

¢) 4609 Gelatine wurden mit 230 ¢em konz. Salzsaure und 230 cem 
abs. Athyvlalkohol 7 Stunden gekocht und mit 230g Natriumacetat versetzt 
(py 9 bis 7). Nach dem Erkalten filtrierte man ab. dampfte im Vakuurn 
bis zum Sirup em und setzte eine gleiche Menge abs. Methyvlalkohol zu. 
filtrierte von ausgeschiedenen anorganischen Substanzen ab und versetzte 
abermals mit einer gleichen Menge Methylalkohol. Der dadurch entstanden: 
Niederschlag wurde weiter in der oben angegebenen Weise in das Silber 
salz verwandelt. Ausbeute an Silbersalz etwa 6, 

3. 500g Casein wurden mit Wasser verrieben. mit) Natriumearbonat 
neutralisiert, auf 4 Liter verdiinnt und nach dem Zusatz von 5g Trypsin 
(.MWerek). Chloroform und Toluol bei 37° stehengelassen. Nach 3 Wochen 
wurde die Fliissigkeit abfiltriert und nach starkem Eimengen mit der fiint 
fachen Menge Methylalkohol versetzt. Der Niederschlag wurde in Wasser 
velost und mit Silbernitrat und Baryt fraktioniert gefallt. Das in det 


Losung von py 6 durch Zusatz von Baryt hervorgerufene Silbersalz enthielt 
Prolysin. Ausbeute an NSilbersalz etwa 22.4 g. 


Bildung de s L YSIS AUS Prolysin (3). 
7g Bariumhydroxyvd wurden mit 


1. ly Monoxanthylprolysin und 
100¢om Wasser auf dem Wasserbad Ll Stunden erhitzt. Der Hydantoi 
ring des Prolysins wurde dabei abgespalten. Ks entwickelte sich Ammoniak 
und gleichzeitig bildete sich ein weiber Niederschlag von Bariumecarhbonat 
Nach dem Erkalten wurde der tiberschiissige Baryt durch WKolhlensaure 
entfernt. Die abfiltrierte basische Losung lieferte beim Eindamipten mit 
Pikrinsaure das Lysinpikrat als nadelf6rmige WKristalle, die abgesaugt., mit 
Ather gewaschen und aus heiBem Wasser umkristallisiert wurden. Ausbeute 
etwa 0.5 g. Schmelzpunkt 225° unter Zersetzung. 

Analyse des Lysinpikrats: 


4.132 mg Substanz: 0,645 c¢em N, (759mm, 17°) N 18.05 °,, 
OSllg wi O.318 ¢ Pikrinsaure, Pikrinsaure 61.60*,,. 


Ber. fiir (,H,,N,O, . CgHy(NO,),O0H: N — 18.66°,,. 


Pikrinsaure 61.05°,,. 
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2. ly Prolysinsilbersalz wurde mit 50cem = gesidttigter Barytlosuny 
14 Stunden auf dem Wasserbad erhitzt, bis sich kein Ammoniak mel 
entwickelte. Nach dem Erkalten wurde die Losung durch Kohlensaur 
und Schwefelwasserstoff von Baryt und Silber befreit und filtriert 
Das Filtrat wurde mit Pikrinsaiure versetzt und weiter eingedamptt. Dis 
ausgeschiedenen Kristalle wurden mit Ather gewaschen und aus heiBem 
Wasser umkristallisiert. Das Pikrat bildet gelbe Nadeln. schmilzt bei 225°. 
eine) Mischprobe mit reinem Lysinpikrat zeigt keine) Erniedrigung des 
Schmelzpunktes. Ausbeute: 0,75 g. 

3. lg freies Prolysin wurde mit konzentrierter Salzsiure 6 Stunden 
erhitzt. Nach dem Verdampfen der Salzsaure neutralisierte man die Losung 
mit Natronlauge und stellte in tiblicher Weise das Lysinpikrat dar. Crelbe 
NadeIn. Ausbeute: 14g. Schmelzpunkt 225°. Die Mischprobe mit reinem 
Lysinpikrat gab keine Erniedrigung des Schmelzpunktes. 


Bildung der z-Aminopimelinsdure aus Prolysin, 


4. lg Prolysinsilbersalz wurde mit 4¢em Jodwasserstoff 8 Stunden 
erhitzt, mit Wasser verdiinnt, das entstandene Silberjodid abtiltriert und 
das Filtrat nach dem Eindampfen mit Kupteroxyd erhitzt. um die gebildete 
x-Aminopimelinsaure in das Kupfersalz zu verwandeln. Nach dem Erkalten 
schied sich das Kupfersalz als hellblaue Nadeln aus, die in heiBem Wasser 
schwer und in Alkohol unléslich sind. Ausbeute: 0.15 g.) Im Kapillarrohr 
erhitzt, schmilzt es bei 229° unter Zersetzung. Es wurde im Vakuum bei 100° 
getrocknet und analysiert. 


Analyse des Kupfersalzes : 


3.44] mg Substanz: 0,197 com Ny, (764.1 mm, 18°), N 6.55%). 
4.039 ., ai 0.236... Ny (766.35 ., 15°), N = 6,98. 


Ber. fiir (C;H,yNOy4).Cu: N = 6,80°,, 

Die treie x-Aminopimelinsaiure wurde dargestellt, indem das Kuptersalz 
durch Schwetfelwasserstoff vom Kupfer befreit und eingedamptt wurde. Sie 
bildet schwer lésliche, glinzende, tafelf6rmige Kristalle und schmilzt bei 
225° unter Zersetzung. Ferrichlorid gibt in der wiasserigen LOsung rot braune 
Fidlung. 

Analyse der freien x-Aminopimelinsaure : 


2.415 mg Substanz: 4.192 mg CO, 1.706 mg H.O, 





3.982 ,, 7 6.991 ,, CO, 2,917 .. HO, 
2.648 .. os 0.188 cem Ny, (761.7 mm, 14°), 
3.040... ~ 0,207 ., N, (761,15 ., 14°). 
Cc H N 

os aE eee 47,34 7.54 8.46 
47.88 8,15 8.11 

Ber. (;H)gsNO, . 2... 47,46 7.48 7.99 


Bildung der x-Uramino-x-aminopimelinsdure und Diaminopimelinsdure, 


5. 2g Prolysin wurden mit 7g Baryt und LO cem Wasser bei ge- 
wohnlicher Temperatur einige Tage stehengelassen. Um die dadurch 


: ’ . Pe 
gebildete x-Uramino-’-aminopimelinsdiure und 2, # -Diaminopimelinsaure 
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Uber Prolysin, ein neues Abbauprodukt des Eiweibes. 1. 65 


zu isolieren, wurde die Losung durch Schwetelsiure von Baryt  befreit 
und in tiblicher Wetse in das Kupfersalz verwandelt. Das Kupfersalz det 
4-Uramino-x’-aminopimelinsaure ist in Wasser sehr leicht léslich, aber 
das der x. x’-Diaminopimelinsaure ist in Wasser unléslich. Das Kupfersaiz 
der x-Uramino-%’-aminopimelinsaure bildet blaue Prismen vom Schmelz 
punkt 219 bis 220°. Ausbeute: 1,2 g. 

Die freie x-Uramino-x’-aminopimelinsaure, regeneriert aus dem Kupfer- 
salz, bildet ein hygroskopisches, weibes, kristallinisches Pulver, das léslich 
in Wasser, unléslich in Alkohol und Ather ist. Im Kapillarrohr erhitzt. 
zersetzt es sich bei 254 bis 256°. 

Die freie x, x’-Diaminopimelinsaure, befreit von Kupfer, ist schweret 
léslich in Wasser. Ausbeute: 0.5 g. Sie ist aus verdiinnter Lésung durch 
Phosphorwolframsaure fallbar. Im Kapillarrohr erhitzt, beginnt sie bei 205° 
sich zuftarben, bei 236° wird sie brauner und zersetzt sich bei 320° zu braunem 
Ol. Um die freie Séure in das Kupfersalz zu verwandeln, versetzt man die 
Losung mit Kupferacetat, das Kupfersalz schied sich als hellblaues Pulver 
aus. Es ist in Wasser und Alkohol unléslich. Schmelzpunkt 232° unter 
Zersetzung. 

Analyse des x-Uramino-«’-aminopimelinsiure-kuptersalzes : 

9.073 mg Substanz: 1,210 cem N, (764.7 mm, 15°), N 15,90 %. 

Ber. fiir (C,H,4N,O5)2Cu: N 15,92 %. 


Analyse der x«-Uramino-2’-aminopimelinsaure : 


7.126 mg Substanz: 11,52] mg CO,, 4.579 mg HO, 





S528 .. a 0,778 ccm Ny, (764,7 mm, 15°). 
( H N 
a ee 44,09 7,13 18,09 
Ber. CgH,;;N30,.... . 44,22 6.91 18,02 


Analyse der %, #’-Diaminopimelinsaure : 
2,663 mg Substanz: 0,334 cem N, (759.8 mm, 16°), N 14,81 °%,. 
Ber. fiir C,;H,yN,O: N 14,73 %,. 


Bildung der Parabansdure durch Oxydation des Prolysins mit Salpetersdure. 

6g Prolysin wurden mit 100 ccm konz. Salpetersiure versetzt und 
unter 6fterem Zusatz von kleinen Mengen Harnstoff 2 Stunden geschiittelt. 
Darauf wurde die Lésung mit 300 cem Alkohol verdiinnt, abfiltriert und 
nach dem Ansaéuern mit 10 ccm konz. Salzsiure mit 60 c¢em alkoholischer 
Xanthydrollésung versetzt, mit Wasser auf 3 Liter verdiinnt und stehen 
gelassen. Nach | Tag schied sich die Xanthylverbindung kristallinisch aus, 
die abgesaugt, mit Wasser und Alkohol gewaschen und getrocknet wurde. 
Ausbeute: 0,2 g. Die Verbindung schmilzt bei 268°, unterscheidet sich von 
Monoxanthylprolysin durch Unléslichkeit in Chloroform und ist in jeder 
Beziehung mit XNanthylparabansdure identisch. 

Analyse der Xanthylparabansaure : 

2,912 mg Subszanz: 0,134 cem N, (760,0 mm, 15°), N 4,58 %. 

Ber. fiir C,;N,O, . 2 (C;;H,O): N 5.90%. 

Die Analyse stimmt mit der der Dixanthylverbindung tiberein. 
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J odie rung des Prol YsSins. 


Die Jodierung des Prolysins wurde nach Blum und Strauss (2) durch 
gefiihrt, indem 2 g Prolysin in 50 cem Wasser gelést und unter Zusatz von 
Bariumearbonat mit verdiinntem alkoholischem Jod bei 46° in 2 Stunden 
versetzt wurden. Nach dem Verdampfen des Jods im Vakuum wurde die 
Lésung entfarbt, zu kleinem Volumen eingedampft und mit dreifacher 
Menge Methylalkohol versetzt. Die Jodverbindung fallt dabei als hell- 
gelblich-weiBes Pulver aus. Sie lést sich in Wasser, nicht in Alkohol und 
Ather. Im Kapillarrohr rasch erhitzt, sintert sie gegen 100° und zersetzt 


sich bei etwa 290°. 


Analyse des jodierten Produktes: 


7.829 mg Substanz: 0,540cem N, (761.5 mm, 17°), N 7,96 °,. 


Ber. fiir (CyHyyN,Ogdo)2 Ba: N 7,88 %,. 
(CygH,gN, O45). Ba: N 6.36 ©,,. 


Man sieht, daBb die zwei Wasserstoffatome des Imidoradikals durch Jod 
substituiert worden sind. 


Abspaltung von Harnstoff aus Prolysin durch Einwirkung von 
} / } i q 


Bariumcarbonat und Schwefelwassersto}f. 


12g Prolysin und 2g Bariumcarbonat wurden in 1l00 ccm Wasse1 
verteilt und Schwefelwasserstoff durchgeleitet. Der Hydantoinring des 
Prolysins wird dadurch reduziert und spaltet Harnstoff ab. Wenn das 
Reaktionsgemisch mit Ather wiederholt extrahiert und der atherische 
Extrakt verdampft wird, so erhalt man den Harnstoff als farblose Nadeln. 
Der letztere ist in Wasser und Alkohol léslich, schmilzt bei 132° und gibt 
die P. Ehrlichsche sowie die Schif/fsche Reaktion sehr stark. Er wird durch 
Einwirkung von Urease in wasseriger L6sung in Ammoniak gespalten. Mit 
Xanthydrol bildet er Dixanthylharnstoff vom Schmelzpunkt 260 bis 261°. 
Die Ausbeute an Harnstoff betrug 3,1 g. 

Analyse des Harnstoffs: 

» 990 


2.884 mg atherlésliche Substanz: 1,112¢cm N, (767,75mm, 14°), N = 46.225. 
Ber. fiir NH,.CO.NH,: N = 46.66%. 


Aus der atherunléslichen Mutterlauge wurde x-Aminopimelinsaure als 


hellblaues Kupfersalz dargestellt, das in Wasser schwer léslich ist. Die 
Entstehung des Harnstoffs aus Prolysin findet nur durch Zusammen- 
wirkung von Bariumcarbonat und Schwefelwasserstoff statt. Eins von 


beiden allein kann keinen Harnstoff bilden. 


Kondensation des Prolysins mit Harnstoff zu Pe ntameth yle ndih ydantoin und 
Decarboxylierung (3) des letzteren zu Cadaverin. 


1. 1 g Prolysin und 0,5 g Harnstoff wurden mit 10 cem Wasser 1 Stunde 
unter RiickfluBkiihlung erhitzt. Die dadurch gebildete Uraminosaure 
wurde in Hydantoin verwandelt, indem die Lésung mit Salzséure an- 
gesduert, eingedampft und mit Ather extrahiert wurde. Beim Verdampfen 
des atherischen Extraktes schied sich das Hydantoin des Prolysins, d. h. 
Pentamethylendihydantoin als lange Prismen aus. 
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Uber Prolysin, ein neues Abbauprodukt des Eiweibes. 1. 67 


1 g des so erhaltenen Hydantoins wurde nun mit 1g Baryt und 10 cem 
Wasser | Stunde unter RiickfluBkiihlung erhitzt. Die beiden Hydantoin 
ringe werden dabei unter Bildung des Cadaverins gespalten. Um das letztere 
zu isolieren, wurde die Losung durch Kohlenséiure von Baryt befreit und 
die freie Base in gewohnlicher Weise in das Pikrat verwandelt. Es bildet 
gelbe Nadeln, leicht loslich in Methylalkohol, gibt die charakteristische 
violette Farbung mit Nitroprussidnatrium und Aceton. Schmelzpunkt: 
221° Ausbeute: 1.85 ¢. 

Analyse des Cadaverinpikrats : 

4.275 mg Substanz: 0.742 cem N, (765,5mm, 19°), N 20,43 °,. 


Ber. fiir CysH,gN.. 2 CgH2(NO,),0H: N 20,00 %. 


Kondensation der 2-Aminopine linsadure mit Harnstoff zu e-H ydantoinca pre " 


sdure und Spaltung der letzteren in e-Aminocapronsaure, 


2. lg z-Aminopimelinséiure, dargestellt aus Prolysin, |g Harnstoft 
7 


und 7g Baryt wurden mit 50cem Wasser | Stunde gekocht. Nach dem 
Erkalten wurde die Lésung durch Schwefelsiure vom Baryt befreit, mit 
Salzsaure angesduert und eingedamptt. Die auf diese Weise gebildete 


e-Hydantoincapronsaure wurde sofort durch Erhitzen mit 7g Baryt und 
50 cem Wasser in ¢-Aminocapronsaure gespalten und weiter in das Pikrat 
verwandelt. Es bildet lange Plattchen, lést sich ziemlich leicht in heiBer 
Wasser und zersetzt sich bei 293 bis 294°. 
Analyse des ¢-Aminocapronsaurepikrats : 
3.715 mg Substanz: 0.502 cem N, (765.5 mm, 19°), N 15,90 %. 
Ber. fiir CgH,,NO,.CgH2(NO,),0H: N 15,55 %. 


Abspaltung von Harnstoff aus Pentamethylendth ydantoin durch Einwirkune 
} q J) 4 7] q 


ron Bariumcarbonat und Schwefelwasserstof}. 


1g Hydantoin des Prolysins. d.h. Pentamethylendihydantoin und 
1 g Bariumearbonat wurden in 20 com Wasser verteilt und Schwefelwasser- 
stoff durchgeleitet. Die beiden Hydantoinringe werden dadurch reduziert 
und spalten Harnstoff ab. Wenn das Reaktionsgemisch mit Ather wiederholt 
extrahiert und der atherische Extrakt verdampft wird, so erhalt man den 
Harnstoff als farblose Nadeln. Mit Xanthydrol bildet er Dixanthylharnstoff 
vom Schmelzpunkt 260 bis 261° Die atherunlésliche Mutterlauge wurde 
verdampft und mit Kupferacetatlésung in das Kupfersalz verwandelt. 
Das Kupfersalz schied sich als griiner Niederschlag aus. Ausbeute: 0.5 g. 
Schmelzpunkt: 232° unter Zersetzung. 


Zusammenfassung der Resultate. 


Eine neue Aminosaéure von der Formel C,H,,;N,0, wurde als 
Abbauprodukt des EiweiBes isoliert und der Name ,,Prolysin“ fiir sie 
vorgeschlagen. Das Prolysin ist ein weiBes kristallinisches Pulver, 
schmilzt bei 222° unter Zersetzung, gibt die Schiffsche sowie P. Ehrlich- 
sche Reaktion, bildet farblose Prismen mit Xanthydrol und auch 
hellblaues kristallinisches Kupfersalz. Durch konz. Sauren oder Alkalien 


* 
7) 





68 M. Wada. 


wird es zu Lysin gespalten. Wahrscheinlich ist es eine Vorstufe des 
Lysins im EiweiBmolekiil. 


Dem Prolysin wurde folgende Strukturformel zugeschrieben: 


NH—C H—CH, CH, CH, CH(NH,) COOH 
CO 
NH—CO 


Prolysin: @-Amino-é-hydantoincapronsaure. 


Literatur. 
1) MW. Wada, diese Zeitschr. 257, 1. 1933. 2) Blum u. Strauss, 


Zeitschr. f. physiol. Chem. 112, Ll0—111. 3) WW. Wada. diese Zeitschr. 
260. 47. 1933. 
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Weitere Untersuchungen iiber die chemische Struktur des aus 
der Gelatine durch heibes Glycerin erhaltbaren Akropeptids und 
dessen peptonisierte Form. Ihre fermentative Spaltbarkeit. 


XIII. Mitteilung: 
Zur Ermittlung der Eiweifstruktur. 


Von 
A. Fedor und Sonja Kuk. 


(Aus dem Institut tur Biochemie und Kolloidchemie, The Hebrew University 


Jerusalem. ) 


(Eingeqangen am 29. Mdrz 1933.) 


Nach fritheren Mitteilungen! dieser Arbeitsserie gelangten wit 
an Hand von Versuchen, die den Abbau der Gelatine auf anhydrolyti- 
schem Wege zum Gegenstand hatten, zu bestimmten § strukturellen 
Auffassungen iiber einen wesentlichen Anteil ihrer Substanz. Ihre 
Behandlung mit Essigsiureanhydrid, die Einwirkung dieses Reagens 
auf ihr Abbauprodukt, das aus der Auflésung in wasserfreiem Glycerin 
bei 130° hervorging, desgleichen auf das Gelatinepepton selbst, sowie 
endlich die strukturelle Analyse des letzteren, fiihrten zu anbei 
folgendem strukturellen Bild des sogenannten P-Teiles der Gelatine, 
die mindestens 40°, ihres Gesamtgewichtes betriagt. 

Wahrend man bei der Behandlung der Gelatine mit dem Essig- 
siureanhydrid das Assoziat I in der einfachen bzw. doppelten Form (1), 
erhalt, und zwar drei Acetylreste auf die einfache und sechs auf die 
doppelte enthaltend (die Einfiihrung eines vierten Acetyls gelingt auch, 
jedoch viel schwerer), enthilt das Pepton® in seiner Hauptfraktion dic 
Bestandteile des Assoziats A frei nebeneinander: das Hexapeptic 
Glveyl - prolyl -alanyvl-glycyv!-oxyprolyl-alanin und = das _— Tripeptid 
Oxyprolyl-alanyl-glycin. Wir sehen somit, daB Assoziat I durch den 
ProzeB einer Acetolyse aus dem urspriinglichen Assoziat \ bzw. (.\), 
hervorgeht. Das Pepton enthalt danach als Hauptfraktion die Poly- 
peptidketten, die das Akropeptid Cy,H ygN,O,, bzw. das héhere Akro- 
peptid (Cy HygNgO,5)2 aufbauen. Eine der Funktionen der Pepsin- 

1 Siehe insbesondere A. Fodor u. Ch. Epstein, VILL. Mitteilung, diese 


Zeitschr. 228, 315. 1930. 
2 Dieselben, VII. Mitteilung, ebenda 228, 310, 1930. 
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ten Bindungen haben, wie schon die Formeln erweisen, Hauptvalenzcharakter 





Bemerkung: Die punktiert gezeichne 
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spaltung eines Proteins stellt daher die Zergliederung der in den letzteren 
anwesenden und es konstituierenden Akropeptides zu einfachen Poly- 
peptidketten dar. 

Die Annahme war naheliegend, daB das Glycerinabbauprodukt 
der Gelatine, das von uns seinerzeit als P-Produkt bezeichnet wurde, 
jedoch noch nicht rein dargestellt werden konnte, entweder das Asso- 
ziat A oder (A), vorstellt. Wir bemiihten uns somit, zur Aufkléirung 
der Struktur des P-Produktes das mit wasserfreiem Glycerin erhaltene 
tohprodukt durch Fraktionierung zu reinigen. Denn obwohl diese 
relativ niederen Akropeptide ein recht schénes. kérniges Aussehen 
besitzen, gelingt ihre direkte Auskristallisierung aus LésungsmitteIn 
nur selten (wiewohl wir heute hierfiir auch schon Beispiele besitzen), 
so daB man zumeist auf eine modglichst weitgehende Aufteilung des 
Gesamtproduktes in einzelne Fraktionen, durch fraktionierte Aus- 
fillung, angewiesen ist. Dabei erweisen sich die so gewonnenen Frak- 
tionen in analytischer Beziehung haufig kaum unterschiedlich, um so 
mehr in molekularer Hinsicht. Sie kénnen die einfach-molekulare, die 
doppelt-molekulare Form enthalten, oder aber Gemische beider, ferner 
auch die einzelnen Bestandteile (d.h. Polypeptidketten) der Akro- 
peptidverbindungen nebeneinander. Haufig miissen die Losungen des 
Rohproduktes, etwa in Wasser oder, wie beim Caseinabbauprodukt in 
verdiinntem Alkohol, einer Zentrifugierung unterworfen werden, um 
geringe Mengen unléslicher, jedoch durch Filtration nicht entfernbarer 
Bestandteile abzutrennen, deren Verbleiben die analytischen Werte 
entstellen kann. Inshesondere bei der Reinigung des Cascinrohproduktes, 
wie es aus dem Glycerinabbau hervorgeht, muBten wir diese Methode 
streng beobachten, zu deren Ausfiihrung uns eine Zentrifuge von 
5000 Umdrehungen diente. 

Die Reinigung des P-Produktes der Gelatine gelang uns durch 
fraktionierte Ausfillung aus der wasserigen Lésung mit Hilfe von 
Aceton, wobei zwei Fraktionen erhalten wurden, die sich ausschlieBlich 
in Hinsicht auf ihre Molekiilgr6Be unterscheiden. Bevor wir auf die 
Ergebnisse eingehen, miissen wir in aller Kiirze die Beweggriinde 
rekapitulieren, die uns seinerzeit zum oben angegebenen Formelbild 
fiihrten. Hierbei lenken wir unsere Aufmerksamkeit lediglich auf das 
Assoziat A bzw. I und lassen ihre Verdopplungen vorderhand auber 
Betracht. also beriicksichtigen wir nur jenen Komplex unseres Forme!- 
bildes, der sich oben innerhalb der doppelten Umrahmung befindet: 


Oxyprolyl-alanyl-glyecin 
6 
Glycyl-prolyl-alanyl 


alanin-oxyprolyl-glycyl 
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Fiir das Assoziat I, das wir aber stets nur in (zumeist dreifach) acety- 
lierter Form erhielten, entfallt der letzte Glyeylrest des Tripeptid- 
komplexes, so daB Oxyprolyl-alanin verbieibt, d.h. die Verkniipfung 
des Hexapeptids mit diesem Dipeptid in assouziativer Weise. 

1. In der Peptonhauptfraktion (Nr. 5) lag ein Produkt vor, dessen 
Klementaranalyse auf C59 Hig NgO,, schlieBen lieB, indes die Molekular- 
gewichtsbestimmung ein fquimolekulares Gemisch des Hexapeptids 
und des Tripeptids verlangte. Theoretisch ergibt die MolekulargriSe 
eines solchen Gemisches 743 2 = 371.5; erhalten wurde 383, also 
in volliger Cbereinstimmung. 

2. Die Beziehung Amino-N : Gesamt-N = 1/9 verlangte das Vor- 
handensein eines Peptids mit § N-Atomen, von denen eines eine Amino- 
gruppe darstellt. Als Basis diente uns dabei die nach der Methode von 
van Slyke erhaltene Zahl von 1,79°%, Amino-N bei einem Gesamt- 
stickstoffwert von 16,75°,. Das Verhaltnis beider Zahlen betrigt 
1/9,3. Bei einer zweiten Fraktion (Nr. 2), deren Molekulargewicht auf 
ein Gemisch des noch ungespaltenen Neunerkomplexes mit dem in 
Hexapeptid + Tripeptid gespaltenen folgern laBt, ergab sich der 
Wert 1/8,75. Das Mittel beider Zahlen gestattete die Annahme von 
1/9 als endgiiltigen Wert. 

3. Es darf hier noch hinzugefiigt werden, daB das Verhiiltnis 
Amino-N : Gesamt-N im Hydrolysat dieser Fraktionen genau zwei 
Drittel betragt, somit keinen Zweifel dariiber tibrig ]4Bt, daB auf neun 
Aminosiurebausteine drei solche mit Iminogruppen, d.h. Proline 
(bzw. Oxyproline) entfallen. 

4. Der Grund, daB wir statt eines Nonapeptidkomplexes die Struktur 
eines Hexa-(tri)-akropeptides bevorzugen, liegt daher auf der Hand. Da 
wir dem Pepsinferment, das zur Darstellung des Gelatinepeptons diente, 
keine Aufspaltung von Peptidkomplexen in Polypeptide zumuten 
diirfen, fallt die Annahme eines Nonapeptides fort. Allein es mub 
zugestanden werden, daB dieser Punkt eine schwache Stelle unserer 
Beweisfiihrung bildete. Schon friiher warfen wir die Frage wiederholt 
auf, ob dem Assoziat I ein Oktapeptid oder aber ein Assoziat Hexa-di 
entspricht. Aus gewissen Griinden, die wir heute nicht mehr als stich 
haltig erkliren miissen, kamen wir auf die letztere Annahme zuriick 
und wurden darin durch die Struktur der Peptonfraktionen bekraftigt. 
Immerhin blieb noch die Méglichkeit offen, daB die Aufspaltung in 
Hexa + ‘Tri in unseren Peptonfraktionen der hydrolytischen Wirkung 
der Salzsiure des Pepsingemisches zugeschrieben werden durfte, zumal 
wir feststellen konnten, daB eine Abspaltung des endstandigen Bausteins 
des Tripeptidkomplexes, des Glykokolls, auf diesem Wege zu einem 
geringen Bruchteil erfolgt, da wir in einer der Peptonfraktionen (Nr. 3) 
als Verhiltnis Amino-N: Gesamt-N den Wert 1.8 erhielten. 
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Kinen endgiiltigen Aufschlu8 konnten wir somit nur durch foluende 
Untersuchungen erwarten: Anwendung der in den letzten Jahren 
bei uns eingefiihrten Methoden von Willstdtter-Waldschmidt-Leit= und 
Linderstriim-Lang fiir die Ermittlung des Gesamtcarboxyvls in Poly- 
peptiden bzw. der Summe von freien Amino- und Jminogruppen, und 
zwar einerseits in der Peptonhauptfraktion und andererseits im ge 


reinigten P-Produkt (Glycerinabbauprodukt). © Auf das Assoziat A 
4 po = = 
: ~. _ = 
‘3 = Ge aa 
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miiften nach dein aufgestellten Formelbild zwei freie COO H-Gruppen 
und zwei nach Linderstrém-Lang titrierbare Aquivalente (eines fiir dic 
freie Aminogruppe des Hexakomplexes und eines fiir das Prolinimin 
des Trikomplexes) entfallen. Vorerst war aber die Gesamtanalvse des 
P-Produktes vonnéten bzw. die Auffindung einer geeigneten Reinigungs- 
methode, wie sie sich in der Fraktionierung der wasserigen Loésung 
mit Aceton ergab. 

Unter Vorwegnahbme des Endergebnisses werde schon hier mitgeteilt 
daB sich das aus der Gelatine durch Aufl6sung in wasserfreiem Glycerin 
bei etwa 130° erhaltene Produkt als Calciumsalz (Cy, Hyg NgQOjo)o. Ca 
eines Produktes von vorhergehender Struktur (S. 73) hinstellen JaBt 

Wie wir erkennen kénnen, liegt hier das Kalksalz statt des friiher 
angenommenen Assoziates Cyy Hyg Ng OQ), von C3; HygNgO,. vor, d. h. des 
um ein Wassermolekiil armeren nachsten Homologen. Mit anderen 
Worten, wir sahen uns genétigt, das endstandige Glykokoll des Tri- 
peptidkomplexes im Assoziat A durch Alanin zu ersetzen, ferner den 
Hexapeptidkomplex anhydridisch zu schlieBen. Indes wir uns zum 
ersteren Schritt durch die Ergebnisse der Elementaranalyse veranlabt 
sahen, zwingt das Verschwinden der freien N H,-Gruppe (nach van Slyke 
festgestellt), die im Pepton vorhanden ist, zur SchlieBung des Hexa- 
komplexes. Hingegen ergibt die Titration nach Linderstrém-Lang ein 
Aquivalent, das wir auf Rechnung des im Tripeptidkomplex vorhandenen 
Proliniminostickstoffs zu setzen haben. Wir miissen hinzufiigen, dab 
die Substanz bei der Titration in rein wasseriger Losung keine Salzsduré 
verbraucht (Methylrot als Indikator), einzig und allein in etwa 90° iger 
acetonischer Lésung, wie sie in der Methode von Linderstrdm-Lanyg 
vorgesehen ist. 

Die Titration nach W illstdtter- Waldschmidt-Leitz wurde wegen de: 
salzartigen Natur des Produktes nicht angewendet, da die Method 
die Anwesenheit freier Carboxyle erfordert. Die Tatsache allein, dal 
es sich um eine st6chiometrisch definierbare Kalkverbindung handelt. 
spricht fiir das Bestehen einer Carboxylgruppe im Hexatrikomplex 

Die Reinigung des P-Produktes lieferte uns zwei Fraktionen. Aus 
20 g Rohprodukt gewannen wir 13 g Reinprodukt der Fraktion I und 
3 g der Fraktion II. Beide Fraktionen unterscheiden sich in analytischer 
Beziehung nicht im geringsten, lediglich mit Bezug auf ihre Molekular- 
gréBe, die bei Fraktion I den Wert etwa 1500 besaB, indes bei Fraktion I 
den Wert 741. Da der fiir das Kalksalz berechnete Wert 1517 betragt. 
so diirfen wir die Annahme machen, da8B ersteres unter den Bedingungen 
der kryoskopischen Methode nicht merklich ionisiert ist. Der Wert 
fiir Fraktion II spricht angesichts der sonst mit Fraktion I tberein- 


stimmenden analytischen Ergebnisse fiir eine Desassoziation der 


Kalkverbindung im Sinne des in die Formel eingezeichneten horizontalen 
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Striches. Da das Molekulargewicht des Tripeptidkalksalzes 552,4 
betragt, jenes des Doppelhexakomplexes wieder 964,6, so ergibt sich 
aus dem aquimolekularen Gemisch beider das Molekulargewicht 758.5, 
in naher Ubereinstimmung mit dem gefundenen Wert 741. 

Gegeniiber unserer friiheren Auffassung haben wir eine Uym- 
gruppierung der Bausteine unseres Hexatrikomplexes vorgenommen 
(abgesehen vom Ersatz eines Glykokolls durch Alanin). Wir be- 
trachteten ja die Bausteinanordnung stets als provisorisch. Dazu 
mu jedoch bemerkt werden, daB am Verhaltnis sechs Aminogruppen 
tragende Bausteine: drei Iminogruppen tragende nichts gedndert 
werden darf, da das Hydrolysat der beiden Fraktionen (I und I1) 
wiederum genau zwei Drittel fiir das Verhaltnis ) — Amino : Gesamt-N 
lieferte (?/, = § 9). Der Unterschied gegeniiber der friiheren Anordnung 
der einzeInen Aminosaurebausteine ergibt sich aus der folgenden Gegen- 
iiberstellung : 


Oxypr—al—gl Pr—al—al 


® e 
gl—oxypr-—al al—oxypr—gl gl—oxypr—al al—oxypr—gl 
| @ - 8 
al pr—gl gl——pr al gl—oxypr al al—oxypr|—gl 
e e 
gl—al — Oxypr al—al—Pr 
friiheres Formelbild jetziges Formelbild 


Trikomplex I 
® 
Hexakomplex I @ Hexakomplex II 
° 
Trikomplex II 
Es ist leicht einzusehen, daB bei einer Formulierung dieser Struktur 
in der Zeichnungsebene die Stellung der einzelnen Gruppen zueinander 
entweder eine willkiirliche ist, oder aber so wenig natirlich, dal} man 
die Bildung des Kalksalzes durch die beiden freien Carboxy!gruppen 
der Tripeptidkomplexe nicht zum Ausdruck bringen kann. Die Wirklich- 
keit macht eine riumliche Formulierung in Gestalt eines Parallelo- 
pipeds notwendig, dessen beiden Langsflichen die Ebenen der beiden 
Hexakomplexe darstellen!. Die beiden Grundflichen hingegen sind 
die Ebenen der Tripeptidkomplexe. Dann liegen die beiden Carboxyl- 
gruppen einander gegeniiber und kénnen gemeinsam das Calciumsalz 
hilden (siehe Abbildung). Es ist auch nicht anzunehmen, dal sich die 
Ketten der Gelatinestruktur in einer Richtung orientieren, wie etwa 
1 Die hier angenommenen Flachen sind selbstverstandlich nur makro 
skopisch als solche zu betrachten, so wie z. B. eine Flache aut der Landkarte, 
die in der Wirklichkeit ihre H6hen und Senken besitzt. Die asymmetrischen 
C-Atome machen eine riumliche Anordnung der Peptidketten erforderlich. 
Unsere ,.Flachen** dienen somit lediglich zu einer groben Orientieruny. 








76 A. Fodor u. S. Kuk: 


die der Cellulose- oder der Seidenfasern. Der Hitzezerfall des Akro- 


peptids vollzieht sich bei der Glycerinbehandlung in der Weise, dai 
die zwei Langsflachen aus dem Parallelopiped herausfallen, wahrend die 
beiden durch das Ca-Atom in Verkniipfung befindlichen Grundflachen 
beisammen_ bleiben. 


Tri 1 
Hexa I Hexa II 


Tri I 

(Diese vier Flachen werden zu einem Para!llelopiped zusammengelegt 
Die beiden Seitenflachen fallen fort, wie beim aéuBberen Teil einer Ziindholz- 
schachtel.) 

Der Vorteil, den die veranderte Struktur bietet. besteht im folgenden: 

In unserer ersten Mitteilung dieser Serie erhielten wir unter den 
damals angewandten Bedingungen des Abbaues der Gelatine mittel» 
Essigsiureanhydrids eine Fraktion, die auf Grund der analytischen 
Daten und der Kryoskopie als [Oxyprolyl-alanin], identifiziert wurde?. 
Insbesondere ergab das Produkt als V-Wert (NH,-N: Gesamt-N im 
Hydrolysat) 1/4, der sonst in keinem einzigen Falle erhalten wurde. 
Die Einwirkung des Essigsiureanhydrids erfolgte seinerzeit ohne vorher- 
gehende Behandlung der Gelatine mit diesem Reagens in der Kiilte 
(wihrend etwa 20 Stunden), wie dies spater ausgeiibt wurde, sogleich 
bei 130°, was offenbar zu einer weitgehenden acetolytischen Abspaltung 
der peripheren Bausteine fiihrte. Wir erklirten uns friiher die Bildung 
des vierfach assoziierten Oxyprolylalanins in der Weise, daB wir eine 
Loslésung des Tripeptidkomplexes Oxyproly!-alanyl-glycin annahmen, 
aus dem durch Acetolyse Oxyprolvlalanin hervorgeht. das sich sodann 
vierfach assoziiert. Allerdings hatten wir keinerlei Beweise fiir einen 
solchen Vorgang, es fiel uns nur spaterhin auf, dab wir statt des zu 
erwartenden acetylierten Hexatrikomplexes stets einen Hexadikomplex 
erhalten haben, und machten somit die Annahme, da8B sich das Dipeptid 
sozusagen selbstandig zu machen imstande ist und sich auBerdem in 
der besagten Weise assoziiert. Eigens angestellte Versuche mit Proly]- 
alanin und Essigsiureanhydrid sprachen jedoch gegen eine solche 
\ssoziation. Da wir nunmehr sicher sind, daB zwei Hexakomplexe des 
urspriinglichen Assoziates (A), miteinander vergesellschaftet sind, so 
diirfen wir die plausible Annahme machen, daB unter acetolytischen 
Bedingungen der Einwirkung vom Essigsiureanhydrid die peripheren 
Bausteine abgespalten werden, wahrend zwei Oxyprolyl-alanyl-alany]l- 


1 A. Fodor u. Ch. Epstein, Zeitschr. f. physiol. Chem. 171, 222, 1927; 
diese Zeitschr. 200, 211, 1928. 
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oxyprolin-Ketten miteinander assoziiert verbleiben und ein vierfach 
assoziiertes Oxyprolylalanin vortiuschen (siehe in der unten folgenden 
Formulierung). Das pro Oxyprolylalanin sich ergebende Minus von 
1/, Mol Wasser andert an den Ergebnissen der Analyse praktisch 
sehr wenig. Wir sehen im letzten Formelbild die Bildung dieses 
Doppeltetrapeptids im umrahmten Teile angedeutet. Spiiter  ver- 
lieBen wir die Methode der Essigsiureanhydridbehandlung ohne vor- 
herige Dehydratisierung der Gelatine mit dem = gleichen Reagens 
in der Kalte als Vorbehandlung, wodurch dieser Gang des Zerfalls 
vermieden werden konnte. Dann spaltet sich, aus Griinden, die sogleich 
erwihnt werden sollen, lediglich der Endbaustein des Tripeptid- 
komplexes ab, unter Zuriicklassung eines Hexadikomplexes in acety- 
lierter Form, so daB man zu folgenden Kérpern gelangt: 


Pr—al 
Pr—al 
e ® 
gl—joxypr—al al—oxypr/—gl gl—oxypr—al 
@ | bzw. 
gl—joxypr—al al—oxypr|—gl gl—oxypr—al 
e 


= (8fach acetyliert) 
al—Pr 
(6fach acetyliert) 
Wir kommen jetzt zur Besprechung des Peptons in Anbetracht 
der Veranderung in der Struktur des Hexatriassoziates. Gehen wir 
zunachst von der Formel Cy, H5, NO, aus, so gelangen wir zum folgenden 
Bild des Peptons: 
Gl oxypr al 
+ Pr—al—al. 
Gl—oxypr—al 
D ese Zusammensetzung macht die Titrierbarkeit zweier Carboxy!- 
aquivalente und ebenso vieler Aquivalente nach Linderstrém-Langs 
Methode erforderlich. In Wirklichkeit wurden in beiden Fallen tiber- 
einstimmend nur etwa 1,4 Aquivalente vorgefunden. Da auf der anderen 
Seite die Methode von van Slyke die Anwesenheit von 1 Aquivalent 
NH, anzeigt, so bleibt keine andere Erklarung iibrig als die, daB das 
Tripeptid zu ungefihr 50°, in folgender Weise geschlossen ist : 


- CHg CH, 
-CO—NH-CH-CO—NH-CH-COOH 
NH 
H OH 
CH, CHs 
meet -CO—-NH-CH-CO—NH-CH 


NH, OOC 
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Die genaue Ubereinstimmnng des Carboxyltiters mit dem nach Linder- 
strém-Lang neben dem negativen van Slyke-Wert liBt eine andere Er- 
klarungsweise nicht zu als diese, derzufolge etwa jeder zweite Tripeptid- 
komplex in der angegebenen Weise geschlossen ist. Die empirisch: 
Formel, die sich daraus ergibt, ist Cy, H5.N9C)35 = 766.49. Die be- 
rechneten Werte sind danach: C 48.53°., N 6,84°., N 16.45°.. 

Gefunden wurde seinerzeit die nachstehende Zusammensetzung!: 
C 48,28°,, H 7,19, N 16,75”... 

Statt der  berechneten 1.5-Aquivalente COOH baw. (NH, 

Pyrrolidin-N H) wurden gefunden nach Willstdtter- Waldschmidt-Leit: : 
1,42 Aquivalente und nach Linderstrém-Lang: 1,45 Aquivalente, somit 
annihernd 50°, Wasserabspaltung nach Art der Betainbildung. 

Das nach der umgeinderten Formel berechnete Molekulargewicht 
des Peptons betrigt 766.5 2 — 383.25. Seinerzeit wurde gefunden: 383. 

Es werde in diesem Zusammenhang auch noch darauf hingewiesen 
daB dieses am Pyrrolidin-N festgebundene Wasser bei der Vorbehandlung 
der Gelatine mit kaltem Essigsiureanhydrid nicht abgespalten werden 
diirfte und infolgedessen zu acetolytischen Wirkungen bei der darauf- 
folgenden Hitzebehandlung mit diesem Agens Gelegenheit bictet, 
insbesondere zur Abspaltung des endstandigen Alaninrestes im_ Tri- 
peptidkomplex. Daher die Entstehung des Hexadikomplexes 
(Assoziat I). 

Versuche. 

Fraktionierung des Glycerinabbauproduktes der Gelatine. 20 g¢ des durch 
Auflésung kauflicher Gelatine (Silberdruck) in Glycerin wasserfrei bei et wa 
130° gewonnenen und durch mehrmalige Umfallung der wasserigen Lésung 
mit Alkohol gereinigten Produktes PI? wurden zwecks Fraktionierung in 
250 cem Wasser gelést und die filtrierte Lésung mit Aceton teilweise aus- 
gefallt. Nach der Dekantation der tiberstehenden Fliissigkeit wurde der 
kristallinisch aussehende Bodenkérper abgesaugt, mit Aceton und hernach 
mit Ather griindlich gewaschen und im Vakuumexsikkator getrocknet. 
Produkt I (etwa 13 g). 

Ein weiterer Anteil des Bodenkérpers besaB keinen kristallinisch- 
kérnigen Habitus, sondern klebte teigartig an den GefaBwanden. Er wurde 
mit Wasser aufgenommen, die Lésung abermals mit Aceton zur Fallung 
gebracht und weiter wie die friihere Fraktion behandelt. Produkt II 
(etwa 3). 


1 Berichtiqung. In der hier zitierten Abhandlung VII (diese Zeitschr. 
228, 310, 1930) wurde eine irrtiimliche Berechnung der analytischen Werte 
fiir die Formel Cy 9H4ygN,O,5 743.44 entdeckt (Tabelle). Es soll heiBen 
statt C 47.93; H 6.63; N 16,78 °), NH»-N 1.86%), richtig: 
Cc 48,12; H = 6,63; N = 16.95%; NH.-N 1.88 ®. Die Resultate 
werden durch diesen Irrtum nicht alteriert. wohl aber durch unsere in 
dieser vorliegenden Mitteilung niedergelegten neuen Ergebnisse. 

2 4. Fodor u. R. Schonfeld, diese Zeitschr. 200, 223, 1928. 





ice 


6,: 





vH, 


itz: 
mit 


icht 
383. 
sen, 
ung 
den 
vuf- 
tet, 
l'ri- 
xes 


reh 
twa 
ung 
r in 
LUIS - 
der 
ach 
1et. 


rde 
ing 


hr. 
rte 
jen 
ig: 
ate 

in 








Chemische Struktur des Akropeptids aus Gelatine usw. XIII. 79 


Die gesammelten Dekantate bzw. Filtrate gaben nach dem Eindampten 
im Vakuum keine weitere Fallung mehr mit Aceton, die in Betracht ge 
kommen ware. 
Analysen. 


1. Elementaranalyse. Die Substanzen wurden jeweils bei LO0% im 
Vakuum zur Gewichtskonstanz gebracht. Sie zeichnen sich durch grobe 
Hygroskopizitat aus und retinieren tiber 11°, Wasser, die sie beim Trocknen 
unter den angegebenen Bedingungen verlieren. 


3.757 mg Produkt [I geben: 2.310 mg H,O und 6,656 mg CO, 


3.748 ., °° ! » 2205 , H,O ,, 6,601 ,, CO, 
4.607, ¥ I! 3.668 ,, H,O ,. 8,105 ., CO, 
3.815 ., i. II * 3,122 , H,O ,, 6,706 ,. CO, 


Ohne Beriicksichtigung des ganz erheblichen Aschenrtickstandes lilt 
sich aus diesen Zahlen fiir Produkt | ein mittlerer Gehalt von 48.17°6 © 
und 6,73°, H berechnen; fiir Produkt II]: 47.96°, C und 6.35°, H. Da 
auBerdem die N-Werte nach Aje/dahl (s. unten) iibereinstimmend sind, so 
darf man beide Fraktionen in empirisch-analytischer Hinsicht als ‘dentisch 
betrachten. 

0.5768 ¢ Substanz | wurde zwecks <Aschenbestimmung im Platintiege! 
verbrannt und der letztere langere Zeit hindurch bei starker Glut gehalten. 
damit das bei der Verbrennung gebildete CaCO, vollstandig in CaO ver 
wandelt werde. Qualitativ erwies sich der so erhaltene Ritickstand als 
reines CaO; 0.0182 g. Dies entspricht 2.30°) Ca. Nach der Mikromethode : 


3.757 mg Substanz 1: 0.215 mg CaCQO,. entsprechend 2,29 °%) Ca 
3,748 ., +. I: 0,226 ,, CaCO,. " 2.41% Ca 
im Mittel 2.35°, Ca. Berechnet wurden fiir die unten folgende Formet!: 


2,64°3 Ca. 

Auf Grund dieses Ca-Gehaltes wurden nunmehr die bei der Elementat 
analyse erhaltenen CO,-Werte korrigiert, d.h. um jJenen Anteil vermehrt, 
der im der eingewogenen Substanzmenge entsprechenden, Ca CO,-Riickstand 
verblieb. Auf diese Weise erhéhen sich die CO,-Werte in Produkt [| auf 
6,765 und 6,710 mg; in Produkt II auf 8,238 und 6.817 mg. Dies ergibt 
im Mittel 48,96°, C fiir | und 48.75 °, C fiir II. 

2. N-Bestimmung nach Ajeldahl: 

0.0890 g¢ Substanz I verbrauchen 10,40 cem n/10) Schwetelséure, ent- 
sprechend 16,37°, N. 

0.1890 g Substanz I verbrauchen 22,25 cem n/10 Schwefelsaéure, ent 
sprechend 16,40°% N. 

0.1542 ¢ Substanz II verbrauchen 18,00cem n/10) Schwetelsdure, ent 
sprechend 16,30°, N. 

0.0974 ¢ Substanz I! verbrauchen 11,.35¢cem n/10 Schwefelsdiure, ent- 
sprechend 16,32°, N. 


Danach sind die gefundenen Werte fiir Produkt I und II. die wir als 
identisch ansprechen, im Mittel die folgenden: 48,85 °, C, 6,54 °,, H, 16,35 ' 
N und 2,30°, Ca. 

Fiir die Formel (©, HygN,O,,).Ca 1516.94 berechnet: 49.04°, ©. 
6,38 °, H, 16,629, N und 2,64°, Ca. 








8O A. Fodor u. S. Kuk: 


Bemerkung. Im Hinblick auf eine sensationelle Mitteilung vor 
Serio und Fiandaca', wonach die Analyse des Stickstoffs nach K jeldahls 
Methode bei einer ganzen Reihe von Aminosiéuren, insbesondere auc} 
bei Prolinderivaten und Tyrosin, viel zu niedrige Werte liefert (unte: 
Umstanden 18 bis 27°), wurde von uns reines Prolin der Kjeldahl- 
Bestimmung unterworfen, wiewohl die Behauptung den Befunden 
friiherer Forscher widersprach®. Wir arbeiteten nach der von uns 
stets verwendeten Halbmikromethode von Abderhalden und Fodor 

O,1182g¢ be: 100° im Vakuum vorgetrocknetes Prolin verbrauchter 
10,10 cem n/10 Schwefelsaéure, entsprechend 11.97 °, N. 

0,1154¢@ verbrauchten 9,95cem n LO) Schwefelsdure, entsprechend 
12.08% N. 

Fiir Prolin berechnet: 12,18 °) N. 

Bei Tyrosin lagen unsererseits schon friihere Erfahrungen vor, nac!} 
denen die AKjeldahl-Bestimmung exakte N-Werte ergibt. Allerdings miisse1 
wir betonen, da wir bei jeder Ajeldahl-Bestimmung die Verbrennung det 
Substanz auf eine relativ lange Zeit ausdehnen. 

3. Die Aminostickstoffbestimmung nach der Methode von van Sliyky 
ergab Werte, die in die Fehlergrenze der Methode fallen. 


4. Die Methode von Linderstrém-Lang, die angesichts der negativen 


van Slyke-Werte die Anzahl der freien Prolin- NH-Gruppen anzeigt, lieferte 


folgende Zahlen: 0,1594 g Substanz I verbrauchen 2,00 cem n/10 alkoholische 
Salzsaure, entsprechend 1,91 Aquivalenten Prolin-N H fiir das Molekiil 1517; 
berechnet werden fiir die oben angefiihrte Strukturformel 2 Aquivalente. 

5. Verhaltnis von Amino-N: Gesamt-N im Totalhydrolysat der Pro 
dukte I und IT (V-Wert). 

0.3000 ¢@ Substanz I wurden durch Kochen mit 25 °,iger Schwefelsaure 
wahrend 16 Stunden hydrolysiert und das Hydrolysat mit NaOH neutra- 
lisiert, so da es schwach sauer blieb. 

1 cem des Hydrolysats gab nach van Slykes Methode 1,14 und 1,15 cemN 
(18° 683 mm), entsprechend 1.176 und 1,186 mg Amino-N. 

Je 10cem Hydrolysat verbrauchen nach Ajeldahl 12,15 und 12,30 cem 
n/10 Schwefelsaure, entsprechend 17,02 und 17,13 mg Gesamt-N pro 
Kubikzentimeter. 

V =im Mittel 0,69.  Berechnet fiir die oben angefiihrte Struktur- 
formel 0,67. Analog wurde Substanz II verarbeitet (0,3 ¢). 

Il cem Hydrolysat : 0,877 und 0,870 cem N (18°, 683 mm), entsprechend 
0,904 und 0.897 mg Amino-N. 

Je 10cem Hydrolysat verbrauchen nach Kjeldahl 9,65 und 9.60 cem 
n/l10 Saure, entsprechend 13,52 und 13,45 mg N pro Kubikzentimeter. 
Dies ergibt genau 0,67 fiir V. also in vélliger Ubereinstimmuns mit der 
Theorie. 


1 Diese Zeitschr. 250, 408, 1933. 
2 Z. B. Dakin u. Dudley, J. of biol. Chem. 17, 275, 1914. 
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6. Molekulargewichtsbestimmungen : 
0.4188 g Produkt I geben in 8 cem Wasser gelést eine Gefrierdepression von 
0,065"; Molekulargewicht 1498. 
0.8370 g Produkt II geben in 20 com Wasser gelost eine Getrierdepression von 
0,105°; Molekulargewicht 741. 
Berechnet Produkt | 1516.94 
I] 1516.94 T5847 


» 


Analysen des Peptons aus Gelatine (Fraktion V)!. Die Ausgangsgelatine 
wurde seinerzeit durch Elektrodialyse vollstandig aschefrei gemacht. 

1. Nach der Methode von W/lstdtter und Waldschmidt-Leitz. 0.3158 g 
Substanz: 5,85 n/10 alkoholische KOH. Fir Cy) Hgo Ng O15,5 766,49 
ergeben sich hieraus 1,42 Aquivalente COOH (berechnet 1,50 Aquivalente). 

2. Nach Linderstrém-Lang. 0.3216 g¢ Substanz verbrauchen 6,20 cem 
n/10 alkoholische Salzsaure, entsprechend 1,45 Aquivalenten fiir die gleiche 
Formel (berechnet auch hier 1,50 Aquivalente). 


Fermentversuche. 
(Dazu Tabellen I bis V.) 


Die fermentative Spaltung der Produkte: Fraktion I der Aceton 
fraktionierung. PT (das unfraktionierte Glycerinabbauprodukt) und Pepton 
(Fraktion V) wurden sowohl durch Pankreatinpraparat der Firma Parke, 
Davis u. Co., London, ausgefiihrt, als auch durch Hefemazerat. Vergleichs- 
halber wurden die Methoden von Sdrensen, Willstdtter-Waldschmidt-Leitz, 
Linderstrém-Lang und van Slyke herangezogen. Es ergab sich eine praktisch 
vollkommene Ubereinstimmung der Werte nach allen vier Methoden. 
Dies besagt. daB bei der Spaltung keine prolinische Iminogruppen in 
Freiheit gesetzt werden, da im anderen Falle die Zahlen nach Linderstrém- 
Lang mit jenen nach van Slyke erhaltenen keine Ubereinstimmung zeigen 
kénnten. Sie miiBten vielmehr gréBer sein als die letzteren, was nirgends 
der Fall ist. Die Spaltung des Peptons mu demnach in folgender Weise 
verlaufen: 

A 
Gl—oxypr al 
Y A A 
, <——>+Pral—al —>» Gl—oxypr + Al—oxypr + Pr +3 Al + GI. 
Gl oxypr—al eS: 
' 

Eine Zerlegung zwischen dem Prolylrest und dem = Alaninrest des 
Tripeptidkomplexes mu angenommen werden, da der Umsatz durch 
Hefemazerat unter Annahme von fiinf Spaltungsstellen beim Pepton bis 
etwa 72°, fortschreitet. Wiirden wir dagegen nur vier solcher Stellen 
zulassen, so wiirde er sich auf etwa 90°, erhédhen, ein Wert, der bei diesen 
Spaltungen erfahrungsgemaS nie erreicht wird. Im tibrigen ist uns von 
friiher her bekannt, da8 Prolylalanin durch Hefemazerate und auch durch 
Pankreatin recht gut gespalten wird *. Die Prolindipeptide (Typus Glycyl- 
prolin) erleiden somit durch Fermente auch hier keine Aufspaltung® 


1 Vel. A. Fodor u. Ch. Epstein, VIL. Mitteilung, |. ¢. 
2 4A. Fodor, M. Frankel u. S. Kuk, diese Zeitschr. 229, 28, 1930. 
Siehe diesbeziiglich A. Fodor u. S. Kuk, ebenda 259, 331, 1933. 
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( )-Werte unsicher, da PI in der vorgeschriebenen Acetonmenge velist austlockt. 











Chemische Struktur des Akropeptids aus Gelatine usw. XIII. SO 


Langsamer verlauft dagegen die Spaltung vom Pepton durch Pan- 
kreatin. 

Was nun die fermentative Zerlegung des Glycerinabbauproduktes, 
sei es Fraktion | oder PI, betrifft, so vollzieht sie sich gleichfalls tm Sinne 
der obigen Formulierung. d. h. unter Wegfall einer Entbindung von prolini- 
schem NH. Auch hier ergeben sich gleiche Werte der umgesetzten Aqui- 
valente nach can Slyke bzw. den Methoden der Carboxyltitration einerseits 
und nach Linderstrém-Lang andererseits. Bei diesen Produkten ist der 
prozentuale Umsatz kleiner als beim Pepton. Immerhin mu’ man annehmen, 
daB auch der geschlossene Hexakomplex der Spaltung unterworfen ist, da 
sich sonst ein Umsatz von etwa 50°), wie thn die Pankreatinspaltung 
ergibt, nicht herausstellen wiirde. Entfallen doch von den fiinf moéglichen 
Spaltungsstellen nur zwei auf den Tripeptid-, dagegen drei auf den Hexa- 
peptidkomplex. Somit mu’ man mit der Aufspaltung des letzteren bei 
der Pankreatinwirkung unbedingt rechnen. Ob dies auch fiir die Hete- 
wirkung zutrifft, bleibe dagegen anheimgesteilt, da hier der Umsatz von 
etwa 33°, nicht tiberschritten wurde. 











i'ber den Stoffwechsel von Leber und Milz 
nach Blockierung des Retikuloendothelialsystems bei normalem 
und vermindertem Luftdruck. 


Von 
Georg Cronheim. 


(Aus dem Schweizerischen Forschungsinstitut fiir Hochgebirgsklima und 
Tuberkulose in Davos.) 


(Eingegangen am 30, Marz 1933.) 


A. Einleitung. 


In Versuchen, die am hiesigen Institut von v. Zalka (1) und Krahen- 
biihl (2) gemacht waren, hatte es sich gezeigt, daB man einige Wirkungen 
der Luftverdiinnung an Meerschweinchen dadurch verhindern kann. 
daB man das retikuloendotheliale System durch Einspritzen von 
kolloidalem Eisenhydroxyd blockiert. Im einzelnen ergab sich, dab 
bei Luftverdiinnung die sonst beobachtete Zunahme der roten Blut- 
kérperchen sowie die histologisch sonst nachweisbaren —Leber- 
veranderungen ausbleiben. Es war nun von Interesse, zu sehen, wie 
sich diese Vorgainge bei der chemischen Untersuchung darstellen. Zu 
diesem Zwecke wurden Meerschweinchen, Ratten und Kaninchen 
blockiert und die Wirkung der Blockade allein sowie in Verbindung 
mit Luftverdiinnung festgestellt. Neben der Bestimmung des Korper- 
gewichts und der Organgewichte erstreckten sich die Untersuchungen 
auf den Gehalt der Leber an Eiwei8 und EiweiBabbauprodukten, auf 
ihren Gehalt an Fett und Phosphor sowie dessen Verteilung, und 
schlieBlich wurde auch der Eisengehalt von Leber und Milz bestimmt 
Daneben wurden im Blute eine Reihe von Untersuchungen gemacht, 
iiber die gesondert berichtet wird. 

Auf eingehende Versuchsprotokolle soll hier verzichtet werden, da 
alle nétigen Einzelheiten in den Tabellen angegeben sind. Die Blockierung 
wurde durch Einspritzen von kolloidalem Eisensaccharat (10°,) in die 
Bauchhéhle bewirkt. Die eingespritzten Mengen betrugen. je nach Gewicht 
des Tieres und Versuchsdauer, bei den Meerschweinchen 23 bis 36 ccm, bei 
den Ratten 8 bis 20cem. Die Luftverdiinnung wurde in dem schon oft 
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beschriebenen eisernen Kastenapparat des hiesigen Instituts vorgenommen. 
Der Unterdruck betrug im allgemeinen 300 mm Hg, so dab die Tiere bei 
einem Absolutdruck von rund 330mm Hg gehaiten wurden. (Mittlerer 
Luftdruck in Davos 630mm Hg.) 


B. Koérpergewichte, 

Fiir die Kérpergewichte ist charakteristisch, daB die Tiere schon 
vor der Luftverdiinnung infolge der Blockade an Gewicht verloren 
haben. Die Gewichtsabnahme betragt bei den Meerschweinchen im 
Mittel 3.0°,, des Kérpergewichts in je 24 Stunden, bei den Ratten im 
Mittel 1,0°,. Wahrend der Verdiinnung nehmen die Tiere dann weiter 
ab (3.2 bzw. 3.6°,,), doch ist diese prozentuale Abnahme bei den Meer- 
schweinchen nicht so stark wie bei nichtblockierten Tieren unter sonst 
gleichen Bedingungen [Loewy und Cronheim (3)|. Bei den Ratten 
besteht kein wesentlicher Unterschied. Wichtiger als die Abnahme des 
Korpergewichts erscheinen Verschiebungen der 


C. Organgewichte. 
1. Leber und Milz. 


Bei den FRatten laBt sich unter Luftverdiinnung eine Verdaderung 
weder tiir die Leber noch fiir die Milz feststellen. 

Der mittlere Anteil der Leber macht bei den blockierten Tieren ohne 
Luftverdiinnung 4,5°,. mit Luftverdiinnung 4.7°, aus. Bei der Milz sind 
die entsprechenden Zahlen 0,37 und 0.36%. Dem sei gegeniibergestellt, 
daB bei nichtblockierten Ratten die Luftverdiinnung eine maBige Zunahme 
des Leberanteils am K6rpergewicht von 3.9 auf 4.5°) (Mittelwerte aus 
mehreren Arbeiten) und eine deutliche Zunahme des Milzanteils von 0,33 
auf 0.51 °, ergeben hatte. 

Bei den blockierten Meerschweinchen ist als Folge der Luftverdiinnung 
ahnlich wie bei nichtblockierten Tieren eine geringe Abnahme des Leber 
anteils von rund 5,0 auf 4,0°,, und eine Zunahme des Milzanteils von rund 
0,16 auf 0,23 °,, festzustellen. Ferner ist die Milz bei den blockierten Tieren 
in allen Fallen schwerer als bei nicht blockierten. 

Fiir die Trockensubstanz (vgl. dazu Reihe 4 der Tabellen IT] und IV) 
verschieben sich diese Zahlen etwas. Der Wassergehalt der Leber ist namlich 
bei den blockierten Tieren erhéht, so daB der Anteil ihrer Trockensubstanz 
am Tierendgewicht mit 1.41°, (ohne Verdiinnung) und 1,14°, (mit Ver 
diinnung) unter der entsprechenden Norm von 1,6 bzw. 1,43 °, liegt. Es 
findet also bei den Meerschweinchen schon infolge der Blockade allein ein 
Substanzverlust der Leber statt, der in erster Linie auf einen Abbau von 
Glykogen zuriickzufiihren ist. Ftir die Milzen ergibt sich trotz des fast 
ausnahmslos gesteigerten Wassergehaltes eine Zunahme ihres Trocken- 
substanzanteils von im Mittel 33.3 mg-°, auf im Mittel 48,2 mg-°, (ohne 
Blockade: 20,0 bzw. 35,6 mg-%po). 

Es ist natiilich sehr naheliegend anzunehmen, da die grobe Fliissigz 
keitsmenge der Einspritzungen zum Teil von Leber und Milz aufgenommen 
wird und so den héheren Wassergehalt dieser Organe verursacht. Dies 
mag richtig sein, doch muB man sich davor hiiten, diese Annahme zu ver 
allgemeinern. Das ergibt sich aus Beobachtungen an 








CG. Cronheim : 


2. Nieren und anderen Organen. 


Bei den Ratten findet man einen Gewichtsanteil der Nieren von 0.94 ‘ 
ohne und 0,88°, mit Luftverdiinnung. bei den Weerschweinchen O98 bzw 
1,32°,. Vergleichswerte fiir luftverdiinnte Ratten: 1,16°, [Loewy und 
Cronheim (3)|, fiir Meerschweinchen: 0,85 bzw. 1,00°, [Loewy und Gri 
ninger (4)]). Man erkennt daraus eine Gewichtsabnahme der Nieren be 
den Ratten, dagegen eine Zunahme bei den Meerschweinchen. 

Von den tibrigen Organen wurden nur bei drei Ratten noch die Gewicht: 
von Herz und Lungen bestimmt. Danach scheint das Herz leichter geworde: 
zu sein, da es in allen drei Fallen mit 0.63°, unter dem Mittelwert fii 
verdiinnte Tiere von 0.76% [Loewy und Cronheim (3)], aber noch innerhal} 
der Schwankungen liegt. Deutlich ist dagegen bei allen Lungen blockierter., 
verdiinnter Ratten eine Gewichtszunahme auf 1,55°, gegeniiber einem 
Anteil von 1,00°) bei nichtblockierten Tieren zu verzeichnen. 


D. Chemische Untersuchung der Leber. 


1. Gesamt- und Reststickstoff. Bei den Ratten (Tabelle I) liegen die 
Verhaltnisse ziemlich einfach. Bei den nichtverdiinnten, blockierten Tieren 
(Reihe 7 und 8) hat sich gegeniiber den Normaltieren (Reihe 9) weder Gi: 
samt- noch Reststickstoff gedndert. Eine Verschiebung zeigt sich nur bei 
den Komponenten des Rest-N, namlich ein etwas erhdhter Anteil det 
Harnstofffraktion (Spalte 11). 

In Luftverdiinnung geht auch diese Verschiebung meist wieder zuriick, 
und man erhalt fiir alle Fraktionen normale Werte. (Vgl. Reihe | bis 4. 
blockiert und verdiinnt, mit Reihe 9, normal.) Wie weitgehend die Uber- 
einstimmung ist, zeigt sich bei dem blockierten und verdiinnten trachtigen 
Tier Nr. 28 (Reihe 5), das in der Aufteilung des Reststickstoffs die fiu 
normale trachtige Tiere (Reihe 10) charakteristische Abnahme der Pepton 
fraktion (Spalte 10 und 11) aufweist. 

Sehr viel weniger durchsichtig sind die Ergebnisse bei den JJeer- 
schweinchen (Tabelle II). Schon Laubender (5), dessen Zahlen zum Vergleich 
in Reihe 7 bis 10 angegeben sind, hatte gefunden, da der Crrad der Ver 
diinnung einen wesentlichen Einflu® auf den EiweiBabbau der Leber hat 
Dasselbe zeigt sich auch bei den blockierten Tieren. allerdings in anderer 
Richtung. Die nichtverdiinnten, blockierten Tiere (Reihe 5 und 6) zeigen 
nicht die Ergebnisse der Normaltiere (Reihe 7), sondern eher die der Hunger- 
tiere (Reihe 8). Bedenkt man aber, dal fast alle Tiere infolge der Blockade 
an Gewicht verloren haben, und daB die Leber noch dariiber hinaus 
abgenommen hat, so ist diese ,,Hungerautolyse*’ bei ihnen nicht mehr 
so auffallig. Auch bei den beiden stark verdiinnten Tieren Nr. 40 
und 41 (Reihe 3 und 4) liegt der N-Gehalt zwischen dem nichtblockierter 
Normal- und Hungertiere, zeigt also auch nur wieder, daB die Blockierung 
die Wirkung der Luftverdiinnung aut die Stickstoffsubstanzen der Leber 
aufheben kann. V6llig unerklarlich sind dagegen die Ergebnisse bei den 
nur maBiger Luftverdiinnung ausgesetzten Tieren Nr. 33 und 35 (Reihe | 
und 2). Diese zeigen nicht nur einen ziemlich niedrigen Anteil des Rest- 
stickstoffs am Gesamtstickstoff, sondern der Reststickstoff besteht zu 
rund 90°, aus Harnstoff- + Ammoniakstickstoff. 


Zusammenfassend lift sich sagen, daB die Blockierung bei den 
Ratten und zum Teil auch bei den Meerschweinchen verhindern kann, 
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dap die bei Luftverdiinnung sonst gefundene Eiweifautolyse der Leber 
erntritt. 


2. Die Menge des Atherextraktes, die besonders bei den Meerschweinchen 
unter dem EinfluB der Luftverdiinnung sonst sehr stark zunahm, hat 
sich bei den blockierten Ratten sowie Meerschweinchen gegeniiber det 
Norm nicht verdndert. Nur das Meerschweinchen Nr. 41 weist eine erhéhte 
Menge Extrakt auf, doch kommt auch diese an die sonst bei Luft verdiinnung 
beobachteten Werte nicht annahernd heran. (Vel. dazu Tabelle Il] und IV.) 

3. Der Phosphorgehalt des Atherextraktes (Reihe 8) ist bei allen 
blockierten Meerschweinchen durchweg héher als bei normalen wie auch bei 
luftverdiinnten. Bei Ratten ist eine Erhéhung nicht sicher festzustellen, 
da schon die Werte bei Normaltieren zwischen 0,22 und 1,33 °, schwanken. 
Dagegen ist der Phosphorgehalt des Atherriickstandes ausnahmslos gesteigert 
(Reihe 7), und zwar bei den atten von im Mittel 1.05 auf 1,70°, ohne 
und 1,57 °, mit Luftverdiinnung. Bei den Meerschweinchen ist der P-Gehalt 
des Riickstandes auf im Mittel 1,14 bzw. 1.28 °, gestiegen. (Ohne Blockade: 
0.92 bzw. 0,79°,.) Der P-Gehalt der Gesamtleber (Reihe 6) geht wegen des 
prozentual nur geringen Anteiles des Extrakt-P ziemlich parallel dem 
P-Gehalt des Riickstandes, d.h. bei den Ratten etwas héhere P-Gehalt 
bei nicht verdiinnten Tieren, bei den Meerschweinchen etwas héherer 
P-Gehalt bei verdiinnten Tieren. 

4. In dem Verhaltnis G@therléslicher P:Gesamt-P (Reihe 9) ist bei den 
Ratten bisher keinerlei GesetzmaBigkeit festzustellen. Bei den Meer- 
schweinchen liegt es fast immer tiber dem Normalmittelwert, erreicht 
aber in keinem Falle die bei verdiinnten Tieren beobachtete Hohe. 

5. Hierher gehéren auch Versuche mit blockierten und luftverdiinnten 
Kaninchen, die schon in der Arbeit von Loewy und Cronheim (7) erwahnt 
worden waren. Die Untersuchungen wurden an zwei Tieren ausgefitihrt, 
die blockiert und gleichzeitig verdiinnt wurden. Die Resultate sind in 
der eben genannten Arbeit in Tabelle IV (S. 277) enthalten, auf die ver- 
wiesen sei. Es ergibt sich folgendes: 

Abnahme des Lebergewichts tiber die leider nicht genau verfolgte 
Abnahme des Korpergewichts hinaus, sowie auch Abnahme des ather- 
léslichen Anteiles der Leber. Dagegen Zunahme des Phosphorgehaltes 
von Atherextrakt und -riickstand und daraus folgend auch der Gesamt- 
leber. Im Verhaltnis 

atherléslicher Phosphor 
Gesamt phosphor 


in dem sich diese Verschiebungen alle zusammen auswirken, tiberwiegt 
der EinfluB8 des nicht extrahierbaren Phosphors, und es kommt infolge- 
dessen bei den blockierten und verdiinnten Kaninchen zu einer Verringerung 
dieses Verhaltnisses gegentiber dem normalen sowie auch dem = bei nur 
luftverdiinnten Tieren gefundenen Wert. Bei den Kaninchen war zum 
ersten Male bei den bisher untersuchten Leberveranderungen die Beob- 
achtung gemacht worden, daB die Phosphormengen des Atherriickstandes, 
bezogen auf das Tierendgewicht, infolge der Blockierung und Verdiinnung 
vermehrt waren. Dies hatte den AnlafB zu den in der vorliegenden Arbeit 
mitgeteilten Versuchen an Meerschweinchen und Ratten gegeben, die 
sehr viel umfangreicher waren und deshalb auch eine Erklarung der beob- 
achteten Veranderungen zulieBen. 
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6. Es soll nun versucht werden, eine Zusammenfassung und Deutung 
s 
der Resultate zu geben, entsprechend den Uberlegungen fiir andere 
Arten von Leberverfettung [Loewy und Cronheim (7)). 


VerhaltnismaBig einfach ist es bei den Meerschweinchen. Es treten 
bei ihnen als Folge der Blockierung abnliche Erscheinungen wie beim 
Hungern auf. Auber durch den Gehalt an Reststickstoff ergibt sich dies 
auch aus der Gewichtsabnahme der Leber und den gesteigerten Phosphor- 
gehalten. Diese Steigerung ist im Riickstand aber nur eine relative, denn 
die auf je 100 g Tierendgewicht bezogenen P-.Mengen des Riickstandes (‘Ta- 
belle IV, Reihe 11) zeigen bei den blockierten Meerschweinchen ohne wie mit 
Luftverdiinnung trotz erhéhter Phosphorgehalte gegeniiber der Norm 
keinen Unterschied. Da sich aber die P-Mengen nur auf das Tierendgewicht 
bezogen nicht verandert haben, haben sie in Wirklichkeit genau so viel 
abgenommen wie das Tiergewicht selbst. Aus alledem ergibt sich: aus der 
Leber sind in erster Linie phosphorfreie atherunlésliche Substanzen 
das ist Glykogen — und daneben in geringem Umfange auch phosphor- 
haltiges KerneiweiB verschwunden. 


Fir den Atherextrakt ergeben die gesteigerten Phosphormengen 
zusammen mit dem Gleichbleiben der Extraktmengen selbst, dal die Zu- 
nahme des P-Gehaltes auf eine wirkliche Vermehrung des Phosphors bei 
gleichzeitiger Verminderung des Neutralfettes zuriickzufiihren ist.  Dabei 
muB offenbleiben, ob dieser Phosphor als Phosphatid eingewandert ist, 
oder ob sich aus dem Phosphor der abgebauten Kerneiweibe lésliche 
Phosphorverbindungen gebildet haben. [Vgl. dazu Loewy und Cronheim (7), 
S. 271.] 

7. Ganz anders liegen die Verhaltnisse bei den Patten. Es ist hier, 
ebenso wie bei den Kaninchen, der Fall eingetreten, da®& der Phosphor- 
gehalt im Riickstand sehr viel mehr zugenommen hat, als dem Gewichts- 
verlust der Leber entspricht. Wiahrend die Phosphormenge des Ather- 
riickstandes auf 100 g¢ Tierendgewicht (Tabelle 111, Reihe 11) bei normalen 
Ratten etwa 10 mg und bei verdiinnten etwa 12 mg betragt, steigt sie bei 
den blockierten Tieren auf im Mittel 17,5 mg und bei verdiinnten, blockierten 
Tieren gar auf rund 20mg. Diese Zunahme der Phosphormengen um tast 
100°, ist nur so zu erkliren, daB der atherunlésliche Phosphor absolut 
vermehrt ist. 

Bei der Frage nach der Natur dieser Phosphorverbindungen ergibt sich 
folgendes: Zunachst zeigt der vOllig normale Anteil der Leber am Tier- 
anfangsgewicht (4.1°,), daB kein Substanzverlust der Leber eingetreten 
ist. Dies schlieBt aber noch nicht aus, dai Verschiebungen innerhalb der 
einzelnen Bestandteile der Leber vor sich gegangen sind. Daftir sind eben 
ein Zeichen die erhéhten Phosphorgehalte. Ziemlich konstant geblieben 
sind aber neben dem atherléslichen Anteil alle Stickstoffwerte, auch det 
auf Trockensubstanz bezogene Anteil am Gesamtstickstoff. Dadurch wird 
aber auch die Annahme unmdéglich, daB Glykogen abgebaut und an seine 
Stelle phosphorhaltiges Kerneiweifs eingewandert ist. Denn damit konnte 
man zwar den erhéhten Phosphorgehalt erklaren, man wiirde aber in 
Widerspruch zu der Konstanz der N-Werte kommen. Diese, mindestens 
aber der Gehalt an Gesamt-N, miiBten namlich in demselben Masse wie die 
KerneiweiBe zunehmen, oder man miiBte die weitere Annahme machen, 
daB sich gleichzeitig mit der Einwanderung der Eiweibsubstanzen auch 
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ihre Zusammensetzung andert, ohne daB sich aber diese Anderung aut 
das Verhaltnis von Gesamt-N zu Rest-N auswirkte. Man kann also die 
beobachteten hohen Phosphorgehalte der Atherriickstande bei den 
blockierten Ratten und dasselbe gilt auch fiir die Kaninchen nicht 
mit dem Vorhandensein entsprechend groBer Mengen von Eiweibphosphor 
erklaren. 

Dagegen ist es méglich, dal der bei dem normalen Eiweibzertall der 
Leber frei werdende Phosphor aus irgendeinem Grunde nicht aus der Leber 
hinaustransportiert, sondern dort zuriickgehalten wird. Mit anderen Worten: 
Die hohen Phosphorgehalte kommen durch eine Zunahme des anorganischen 
Phosphors zustande, der ja im Atherriickstand mitbestimmt wird.  Zu- 
gunsten dieser Auffassung laBt sich nun eine, allerdings zundachst nur 
qualitative Beziehung zwischen den Phosphor- und Eisenmengen der 
Leber heranziehen. (Die Eisenuntersuchungen werden im folgenden noch 
ausfiihrlich beschrieben werden.) Es zeigt sich namlich, daB ungetahr 
parallel der Zunahme der Phosphormengen im Riickstand (Tabelle III, 
Reihe 11) auch die Eisenmengen in der Leber (Tabelle V, Reihe 4) ansteigen. 
Schreibt man die Nummern der Tiere nach zunehmenden Phosphormengen 
auf, so ergibt sich die Reihe 

25, 30, 38, 39, 29, 28, 26, 
wahr end die entsprechende Folge fiir die Eisenmengen 
29, 25, 30, 38, 28, 39, 26 


ist. Wie man sieht, stimmen die Reihenfolgen nicht ausnahmslos tiberein, 
jedoch ist es sehr wahrscheinlich, dal} von dieser Seite her die gefundene 
Erhéhung der Phosphorgehalte und -mengen im Atherriickstand ihre 
Erklarung finden wird. Man kénnte es sich so vorstellen, daf der bei dem 
normalen EiweiBzerfal! in der Leber frei werdende Phosphor von dem 
Eisen gebunden wird, das aus dem eingespritzten Eisensaccharat resorbiert 
worden war. Weitere Versuche sollen noch genaueren AufschluB dariiber 
geben. 

8. Eisen. SchlieBlich seien noch die Ergebnisse der Bestimmung des 
Eisengehaltes von Leber und Milz besprochen. Dazu ist zuniichst etwas 
Methodisches zu bemerken. Wie die Sektionen zeigen, schlagt sich das in 
die Bauchhoéhle als kolloidale Lésung eingespritzte Eisen dort an vielen 
Stellen, auch an Leber und Milz, als Eisenhydroxyd nieder. Ein Teil wird 
im Laufe der Zeit mehr oder weniger resorbiert. Wenn nun auch die unter- 
suchten Organe unter flieBendem Wasser abgespult wurden, so ist die 
dadurch erzielte Reinigung doch nur oberflachlich, besonders wenn man 
beriicksichtigt, wie fest ausgefalltes Eisen oft auf seiner Unterlage haftet. 
Auf diesen Umstand sind jedenfalls die beobachteten, relativ  groBen 
Schwankungen im Eisengehalt von Leber und Milz zuriickzufiihren. 

DaB die Eisengehalte von Leber und Milz bei Meerschweinchen wie 
bei Ratten in allen Fallen héher liegen, als die unter sonst gleichen Be- 
dingungen bei nichtblockierten Tieren gefundenen Werte. ist wegen der 
eingespritzten Eisenmengen nicht weiter auffallend. Im Gegenteil, im 
Vergleich dazu erscheinen die Zunahmen nur gering. Wahrend die Eisen- 
menge von Leber und Milz zusammen bei Ratten und Meerschweinchen 
niemals den Wert von 5 mg iibersteigt, enthalten 10 ccm Eisensacharat 
etwa 200 mg Eisen, wobei noch zu beachten ist, dab oft mehr als 10 cem 
injiziert wurden. Es zeigt sich sogar, daB die aut 100g Tierendgewicht 
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Tabelle V. 
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bezogenen Eisenmengen der Leber (Reihe 4) bei beiden Tierarten zum Teil 
unter den entsprechenden Vergleichswerten liegen. Bei den Milzen (Reihe 8) 
ist das allerdings niemals der Fall. 

Die Luftverdiinnung selbst bewirkt bei den blockierten \Jeerschweinchen 
im Eisengehalt der Leber keinen Unterschied (0,063 gegen 0,064 °,). Ohne 
Blockierung war bei ihnen infolge der Luftverdiinnung eine geringfiigige 
Erhéhung von 0,035 auf 0,040°, gefunden worden. In der Milz zeigt sich, 
analog den nichtblockierten Tieren, eine Abnahme des Eisengehaltes von 
0.55 auf 0,49°,. 

Bei den blockierten fatten steigt der Eisengehalt der Leber infolge 
Luftverdiinnung von 0,083 auf 0,130 °,, das ist eine Zunahme um rund 50 ©,,, 
wahrend die bei nichtblockierten Tieren beobachtete Zunahme nur rund 
11°, betragen hatte. In der Milz blockierter Tiere nimmt der Eisengehalt 
von 1,33 auf 0,25°, ab, was einem Abfall auf 19°, des urspriinglichen 
Wertes entspricht. Bei niehtblockierten Tieren ist in diesem Falle eine 
Abnahme auf 40°, des Anfangsgehaltes zu verzeichnen. 

Man sieht, daB die Verschiebungen im Eisengehalt von Leber und Milz 
unter dem EinfluB der Luftverdiinnung bei den blockierten Ratten zwar 
den bei nichtblockierten Tieren qualitativ gleich sind, daB aber quantitativ 
doch wesentliche Unterschiede bestehen. Man kénnte es so ausdriicken, 
dab bei den blockierten Tieren infolge der Luftverdiinnung die Leber an 
Eisen starker angereichert wird, wahrend umgekehrt die Wilz  starker 
verarmt. Diese Tatsache verdient besonders deshalb noch einmal hervor- 
gehoben zu werden, weil gerade dem Eisenstoffwechsel blockierter Ratten 
eine enge Beziehung zu dem abnormen Phosphorstotfwechsel der Leber 
zugeschrieben war. 

Zusammenfassung. 

An Meerschweinchen, Ratten und Kaninchen, bei denen das 
retikuloendotheliale System durch Einspritzen von Eisensaccharat 
blockiert war, wurde der EinfluB dieser Blockierung allein, sowie in 
Verbindung ‘mit der Wirkung der Luftverdiinnung chemisch untersucht. 

1. Meerschweinchen. Das Kérpergewicht der Tiere nimmt schon 
infolge der Blockierung allein ab. Luftverdiinnung erhéht diesen 
Gewichtsverlust noch mehr. Dariiber hinaus ist dann bei der Leber 
noch ein weiterer Gewichtsverlust festzustellen. Umgekehrt tritt bei 
der Milz nicht nur eine relative, sondern eine absolute Substanz- 
vermehrung ein. Bei nicht verdiinnten Tieren tritt infolge der Blockade 
eine maBige Erhéhung des Reststickstoffs und zugleich auch eine 
geringe Zunahme seiner U*-Fraktion ein. Fast genau das gleiche Bild 
zeigen die blockierten Tiere, die starker Luftverdiinnung ausgesetzt 
waren. Bei geringer Luftverdiinnung findet sich dagegen keine Er- 
héhung des Gesamtrest-N, sondern nur eine starke Verschiebung 
innerhalb seiner Fraktionen, nimlich starke Zunahme der U’-Fraktion. 


Die Menge des Atherextraktes wird bei den blockierten Tieren 
durch Luftverdiinnung nicht gesteigert. Der Phosphorgehalt des 
Atherextraktes sowie -riickstandes ist in allen Fallen ohne und mit 
Luftverdiinnung gréBer als unter Normalbedingungen. Ein Einflub 
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der Luftverdiinnung ]aBt sich dabei nicht sicher feststellen. Das Ver- 
haltnis atherléslicher Phosphor: Gesamt-P schwankt ziemlich stark, 
liegt aber fast immer tiber dem Normalmittelwert fiir nichtblockierte 
Tiere. 

Die Blockierung verursacht also fast dasselbe Bild in der Leber 
wie das Hungern, naimlich: Glykogenschwund, eine gewisse Eiweib- 
autolyse, sowie wahrscheinlich Abbau von Neutralfett und Ersatz 
desselben durch atherlésliche, phosphorhaltige Verbindungen (Lipoide 7). 
Lujftverdiinnung kann cine iiber diese Anderungen hinausgehende Ver- 
schiebung so gut wie gar nicht bewirken. 

Der Eisengehalt von Leber und Milz ist bei den mit Eisenverbindungen 
blockierten Tieren héher als in der Norm. Die Lufttverdtiinnung kann bei 
diesen Tieren im Eisengehalt der Leber keine Veranderung, in dem der 
Milz eine geringfiigige Abnahme hervorrufen. Unter Berticksichtigung 
der Verschiebungen der Organgewichte ergibt sich, da die aut Tierend 
gewicht hezogenen Kisenmengen der Leber vermindert und die der Milz 
vermehrt sind. 

2. Ratten. Auch bei diesen Tieren tritt infolge der Blockierung 
eine Abnahme des Koérpergewichts ein, und sie wird durch Luft- 
verdiinnung noch verstarkt. Leber und Milz bleiben in ihrem Anteil 
am Tieranfangsgewicht gleich, verlieren also nicht an Masse. 

Die Stickstoffbestimmungen ergeben, sowohl mit wie ohne Luft- 
verdinnung fast immer dieselben Werte wie bei nichtbloeckierten 
Normaltieren. Es kommt lediglich in einigen Fallen zu einer geringen 
Erhéhung der U -Fraktion. Diese Ubereinstimmung = zwischen 
blockierten und ‘nichtblockierten Ratten erstreckt sich auch auf die 
charakteristischen Verschiebungen der Rest-N-Fraktionen bei trachtigen 
Tieren. Die Menge des Atherextraktes der Leber verindert sich bei den 
blockierten Tieren auch unter dem EinfluB der Luftverdiinnung nicht. 
Uber den Phosphorgehalt des Atherextraktes lassen die Zahlen keinen 
sicheren SchluB zu. Der Phosphorgehalt des Atherriickstandes ist 
gesteigert, und zwar so stark, daB sich eine absolute Zunahme der 
Phosphormengen ergibt. Dies wird auf Vermehrung des anorganischen 
Phosphors zuriickgefiihrt, wobei wahrscheinlich auch ein Zusammenhang 
mit dem Eisenstoffwechsel besteht. Der Eisengehalt von Leber und 
Milz ist gegeniiber der Norm gesteigert. Von diesem erhéhten Niveau 
ausgehend, vermag die Luftverdiinnung in der Leber noch eine weitere 
Zunahme des Eisengehaltes zu bewirken, wahrend sie umgekehrt in 
der Milz eine Verringerung hervorruft. 

Wirft man schlieBlich noch einmal die eingangs gestellte Frage 
auf, wie weit die Blockierung des retikuloendothelialen Systems 
chemisch nachweisbare Stoffwechselstérungen, die normalerweise unter 
dem EinfluB der Luftverdiinnung auftreten, beeinfluBt, so kann man 
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auf Grund der vorstehend dargestellten Ergebnisse sagen: Die Blockie- 
rung kann im wesentlichen die sonst fiir die Luftverdiinnung charakteristi- 
schen chemischen Organverdnderungen verhindern, sowie sie auch die 
histologischen Veranderungen nicht zustande kommen laBt. Dagegen 
zeigen die Tiere im groBen und ganzen die Verschiebungen, die auch 
bei Hungertieren beobachtet worden sind. Ausgenommen werden mul} 
von diesen Betrachtungen der Eisenstoffwechsel, der bei Anwendung 
von LEisenverbindungen zur Blockierung  selbstverstindlich unter 
besonderen Bedingungen steht. 


Am SchluB8 dieser Arbeit méchte ich mir erlauben, Herrn Prof. Loewy 
fiir die Anregung dazu sowie fiir seine vielfaltige persénliche Unterstiitzung 
aufs beste zu danken. 
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Zur Methodik der Bestimmung 
der Pepsin- und Labaktivitit im Mageninhalt '. 


Von 
Bent Andersen. 


(Aus dem Carlsberg Laboratorium und dem Kinderspital Fuglebakken, 
Kopenhagen.) 
(Eingegangen am 30, Marz 1935.) 
Mit 7 Abbildungen im Text. 
Kinleitung. 

Die vorliegende Untersuchung ist als Vorarbeit zu einer genaueren 
Erforschung der Labaktivitaét des Mageninhaltes von Sauglingen aus- 
gefiihrt worden. Von derartigen Untersuchungen liegen bis jetzt nur 
wenige vor, und diese leiden an den Mangeln, die eine Folge der Un- 
zulanglichkeit der bisher vorliegenden Methoden sind. —Besonders 
fiihlbar ist der Mangel einer geniigend scharf definierten Einheit der 
Labwirkung gewesen, welcher vergleichende Untersuchungen erschwert 
oder vereitelt hat. Dies haingt zum Teil damit zusammen, dal} man 
grobe Schwierigkeiten mit der Herstellung eines Labsubstrates gehabt 
hat, dessen Eigenschaften entweder reproduzierbar, oder, wenn variierend, 
doch gut charakterisierbar waren. 

Die natiirliche Milch ist zu exakten Untersuchungen nicht zu vei 
wenden. Unterschiede im Caseingehalt, dem Gehalt an Salzen, der Wasse1 
stoffionenkonzentration, und mdglicherweise noch andere. unbekannt« 
Faktoren greifen hier derart ineinander ein, da®B die Versuchsresultat: 
uniibersichtlich werden und von Tag zu Tag nicht verglichen werden 
kénnen. Wie groB der EinfluB des Aziditatsgrades der Mileh auf dir 
Koagulationszeiten bei gleichen Labkonzentrationen ist, geht z. B. aus 
einer Arbeit von .Wundiger (1) hervor, die besonders instruktive Beispicl 
bringt. DaB jedoch noch andere Faktoren neben der Wasserstoffione: 
konzentration eine bedeutende Rolle bei der Koagulation der natiirliche: 

1 Wird gleichzeitig hiermit in danischer und englischer Sprache in den 
Comptes rendus du Laboratoire Carlsberg ver6éftentlicht. , 
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Milch spielen, zeigt z. B. die Tabelle | einer Untersuchung von Allemann (2), 
aus der hervorgeht, daB die am gleichen Tage untersuchte Milch zweie: 
verschiedener Kiihe mit der gleichen Labmenge gleich schnell koaguliert. 
obwohl pq im einen Falle 6,40, im anderen 6,89 war, was nach Wundiqer 
zumindest eine Verdoppelung der Koagulationszeit mit sich fiihren sollte 

Besonders die py-Abhaingigkeit des Labprozesses hat bei den bis- 
herigen Untersuchungen eine Rolle als Fehlerquelle gespielt, da man 
diese Abhingigkeit unter den Bedingungen der angewendeten Versuchs- 
methodik meist nicht genauer gepriift hat, sondern sich einfach darauf 
verlieB, daB bei Verwendung von Milch als Substrat deren Puffergehalt 
ausreichend sein wiirde, um wesentlichen Anderungen beim Zusatz 
der Enzymlésungen vorzubeugen. Ein solches Vorgehen ist jedoch 
beim Arbeiten mit einem Material, wie es der natiirliche Magensaft 
mit seiner wechselnden Aziditat darstellt, nicht zulassig. Unter diesen 
Umstinden schien es wiinschenswert, die Labaktivitat von Sauglings- 
magensiften einer genaueren Untersuchung zu unterziehen und 
moglicherweise gleichzeitig zur L6sung der Frage nach der Identitit 
des Labs und Pepsins der Siuglinge beizutragen. 

Von ahnilich gerichteten Untersuchungen sei die von E. Mengert (3 
erwahnt. Dieser Autor hat indessen seine Resultate mit einer Methodik 
gewonnen, die sowohl was die Pepsinbestimmung (Fallung mit Sulfo- 
salicylsiure) als auch was die Labbestimmung [Methode von Michaelis 
und fothstein (4) mit Milch als Substrat| betrifft. zu grob war, als da! 
man sichere Schliisse aus seinen Versuchen ziehen kénnte, auch abgesehen 
davon, daB keine py-Messungen vorgenommen wurden. 

Wie bekannt, findet sich in Extrakten aus dem Labmagen der 
Kalber ein Enzym, das bei schwach saurer Reaktion eine kraftige 
Labwirkung entfaltet, jedoch nur geringe peptische Wirkung beim 
pu-Optimum des Pepsins hat. Solche Extrakte sind daher auch zur 
praiparativen Trennung der beiden Enzyme benutzt worden (//ammar- 
sten), und es ist vor kurzem Tauber und Aleiner (5) gelungen, ein sehr 
reines Labpraiparat darzustellen, das von Pepsinwirkung fast voll- 
stiindig frei war. Obwohl der Gedanke nahe liegt, daB im Siuglings- 
magen ahnliche Verhaltnisse herrschen, wie im Magen der Kialber, ist 
es doch sehr wohl méglich, daB das Pepsin, das ja bekanntlich ebenfalls 
Labwirkung zeigt, die Labfunktionen itibernimmt, die der Organismus 
des Siuglings benétigt. Es ist in diesem Zusammenhang geniigend, 
darauf hinzuweisen, da} selbst die reinsten Pepsinpraparate [Northrop (6). 
Holter (7), Tauber und Kleiner (5)| eine bedeutende Labwirkung haben. 

Es ist somit gar nicht notwendig, das Vorkommen eines besonderen 
Labenzyms im Séuglingsmagen a priori anzunehmen, besonders da 
man wei, dab auch ganz junge Sauglinge schon einen sehr sauren 
Magensaft mit kraftiger Pepsinwirkung zu sezernieren imstande sind. 


. 


Die Frage steht somit bis zur experimentellen Entscheidung offen. 
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Die hier skizzierte Problemstellung ist notwendig zum Verstéandnis 
der Wahl der Methode. Man wiinschte einen so exakt als moéglich 
durchgefiihrten Vergleich der Lab- und Pepsinaktivitat des Sauglings- 
magensaftes unter wechselnden physiologischen Verhaltnissen. — Bei 
der Untersuchung der Leistungsfahigkeit und Fehlerbreite der Methode 
behielt man standig dieses Ziel im Auge und verwendete besondere 
\ufmerksamkeit auf die Fehlerquellen, die beim Arbeiten mit Magen- 
saft von vornherein als bedeutungsvoll angenommen werden konnten, 
oder deren Bedeutung sich im Laufe der Arbeit herausstellte. Solche 
Fehlerquellen zeigten sich bei der Anwendung der von Holter (7) aus- 
gearbeiteten Methode der Labbestimmung auf Magensafte. Wahrend 
Holter namlich mit wasserigen Enzymlésungen nahezu gleicher \Wasser- 
stoffionenkonzentration arbeitete, werden in der vorliegenden Arbeit 
Magensifte von wechselnder Aziditat untersucht.  Hierbei zeigten 
sich Abweichungen in den Versuchsresultaten, die eine griindliche 
Untersuchung der Verhaltnisse notwendig machten. Ein sehr wesent- 
licher Teil des experimentellen Abschnittes ist daher der Bedeutung 
der Wasserstoffionenkonzentration fiir den LabungsprozeB gewidmet. 
Die erwaihnten Schwierigkeiten kénnen danach als tiberwunden_ be- 
trachtet und die erwaihnte Methodik kann mit einer kleinen Anderung 
zur Magensaftuntersuchung angewendet werden. 

Die rein physiologischen Resultate werden an anderer Stelle ver- 
Offentlicht werden. 

Experimenteller Teil. 
A. Bestimmung der Pepsinaktivitat. 

Hierzu wurde die im Carlsberg Laboratorium tibliche Methodik benutzt, 
die auf der Titration der bei der Proteolyse frei gelegten Amidogruppen 
in Aceton mit Naphthylrot als Indikator (8) beruht und den bei der Pepsin- 
verdauung herrschenden Verhaltnissen angepabt wurde (9) (10). 

1. Als Substrat wurde eine 3 °,ige Caseinl6sung (Casein nach Hammar- 
sten, Merck) verwendet. Zur Herstellung dieses Substrates benutzte man 
eine 6°,ige Stammldésung, die durch Aufl6sen des Caseins in Wasser unter 
Zusatz von n/l0 Natriumhydroxyd tn stets genau gleicher Weise bereitet 
wurde (7). Die genaue Einhaltung der einmal gewihlten Bereitungs- 
vorschrift ist notwendig. um abweichende Versuchsresultate, die einer 
verschiedenartigen Darstellung des Substrates zuzuschreiben sind, aus- 
zuschlieBen. 

Zum Verdauungsversuch wurde | Volumen der Caseinstammilosung 
mit 1 Volumen des Pepsinsalzsiuregemisches verdtinnt. 

2. Das Enzymmaterial. Zur Lésung der in der Einleitung gestellten 
Aufgabe war es wesentlich, den Mageninhalt so rein wie moéglich, d. h. ohne 
Beimengung von Nahrungsstoffen, zu beschaffen. Wahrend es bei Er- 
wachsenen in der Regel leicht gelingt, nach passendem Fasten ein einiger- 
mawen reines und klares, pepsin- und = salzsdurehaltiges Ventrikelsekret 
zu gewinnen, miBlingt dies oft bei Sauglingen: man findet entweder den 
Magen leer, oder doch nur mit einem Inhalt von einigen wenigen Kubik- 
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zentimetern eines stark schleimigen Sekretes. Man ging daher dazu iiber, 
eine Probemahlzeit von ganz diinnem Tee, mit Saccharin gesiiBt, zu ver- 
wenden. 

Auf diese Weise war es méglich, in fast allen Fillen ein pepsin- und 
salzsaurehaltiges, meist klares, farbloses und wenig schleimhaltiges Ventrikel- 
sekret zu beschaffen. In dieser Arbeit soll im tibrigen nicht auf die an- 
gewendete Probemahlzeittechnik eingegangen und nur erwahnt werden, 
daB die gewonnenen Sekretmengen von etwa 10 bis 50cem variierten. 
Bei 15 untersuchten Individuen im Alter von 2 bis 6 Monaten wurde das 
py des Sekretes in 10 Fallen zwischen 1,8 und 2,2, in 3 Fallen zwischen 2,4 
und 2,8 und in 2 Fallen zwischen 3,4 und 3,8 gefunden. DaB eine solche 
Probemahlzeit als ,.unphysiologisch** angesehen werden muBb, ist in diesem 
Zusammenhang ohne Bedeutung, da vorlaufig nur die Beschaffung eines 
einigermaBen reinen Enzymmaterials beabsichtigt war. Der so gewonnene 
Mageninhalt (im folgenden oft nur Magensaft genannt) wurde immer so 
bald wie méglich bei 3000 Touren pro Minute zentrifugiert und zu den 
Versuchen das klare Zentrifugat verwendet. Da bei diesen Versuchen 
keine quantitative Bestimmung des Pepsingehaltes der Magensafte beab- 
sichtigt war, wurde die Untersuchung des sparlichen, wesentlich aus 
Schleim bestehenden Niederschlags vorliufig unterlassen. 

In den friher zitierten Arbeiten (9) (10) wurden die Pepsin- 
verdauungsversuche mit einem Handelspraparat von Pepsin ausgefiihrt, 
und die Versuchsbedingungen miissen daher, gleiche Behandlung voraus- 
gesetzt, in den Verdauungsgemischen gleichartig werden. Bei der 
Verarbeitung eines natiirlichen Materials, wie es der Mageninhalt mit 
seinen Verschiedenheiten in py, Salz- und Schleimgehalt darstellt, 
mu der EinfluB von Verschiedenheiten in den Versuchsbedingungen 
erst untersucht werden. 

Einige Versuche iiber die Bedeutung von py-Variationen fiir die 
unter den weiter unten geschilderten Versuchsbedingungen verlaufende 
proteolytische Spaltung haben gezeigt, daB eine Abweichung von 

0,1] vom Versuchs-pq_ ohne praktische Bedeutung ist, da sie unter 
den Verhaltnissen des Versuchs nur einen Fehler von etwa 2°, der 
Anzahl von gefundenen Pepsineinheiten (s. unten) verursachen kann. 
Uberdies aber zeigte es sich, daB das Versuchs-py bei den hier an- 
gewendeten Enzymverdiinnungen niemals mehr als — 0,05 vom ge- 
winschten Wert (2,30) abwich, so daii der dadurch verursachte Fehler 
noch kleiner wird. Obwohl eine noch genauere py-Korrektion leicht 
durchzufiihren ist, hat man, um das dazu erforderliche Material zu 
sparen, darauf verzichtet. Weiterhin hat sich die proteolytische Spaltung 
von der Neutralsalzkonzentration in einem fiir die Durchfiihrung der 
Versuche ausreichenden MaBe unabhangig erwiesen, so daB man unter 
den Versuchsbedingungen dieser Arbeit hierauf keine Riicksicht zu 
nehmen brauchte. 

Untersuchungen iiber die Stabilitat der proteolytischen Aktivitat 
der Magensafte haben gezeigt, daB diese sich durch mehrere Tage 
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nicht verandert, wenn die Safte im Eisschrank aufbewahrt werden. 
So wurden die Safte zweier verschiedenen Individuen nach 4 bzw. 
6 Tagen unverdindert aktiv gefunden. Auch nach mehrwéchigem 
Stehen im Eisschrank ist der Verlust an Pepsinaktivitit sehr gering. 
Da die Untersuchung der Safte stets an einem der ersten Tage nach 
der Probenahme geschah, kann von dieser Fehlerquelle abgesehen 
werden. 

3. Die Verdauungsversuche wurden in einem Wasserthermostaten 
bei 30° (+ 0,1°) ausgefiihrt. Die Magensifte wurden in der Regel 
20mal mit Wasser und einer passenden Salzsiuremenge verdiinnt. 
Nach 10 Minuten Vorwirmen wurden 12,5ccm der Pepsin-Salz- 
siurelésung mit 12,5ccm Substrat gemischt, 2 Minuten nach der 
Mischung dit Nullpunktsprobe (10 ccm) entnommen und durch Ein- 
pipettieren in 20 cem Aceton sistiert. 120 Minuten nach der Mischung 
wird mit derselben Pipette die zweite Probe zur Titration entnommen 
und ebenso sistiert. Ein Abwagen der Proben ist nicht nétig, da die 
unter den Bedingungen dieser Versuche eintretende Viskosititsinderung 
zu gering ist, um das Gewicht der Proben nachweisbar zu beeinflussen. 

Das Anfangs-pxy der Verdauungsmischungen war 2,30 (— 0,05*). 
Bei der Verdauung andert sich das py in alkalischer Richtung (etwa 
0,2 bis 0.3 bei Spaltungen von 0,2 bis 0,3 ccm n/ 10 HCl). Von dieser 
Anderung hat man absehen zu kénnen gemeint, da auf Grund der 
(weiter unten zu ersehenden) recht gleichartigen Pepsinaktivitat der 
Magensafte die Spaltungen nach gleichen Verdauungszeiten  stets 
gleicher GréBenordnung sind. 

4. Die Titration der entnommenen Proben wurde in der in (10) 
beschriebenen Weise ausgefiihrt. Da die Titrationsproben zentrifugiert 
wurden, geschah der Vergleich der Indikatorfarben in klaren Losungen. 
Die 'Titrationsgenauigkeit ist mindestens 0,01 com n/10 HCL. 

5. Definition der Pepsineinheit. Da ein rationelles MaB zur Fest- 
legung der Aktivitaét einer gegebenen Pepsinlésung nicht existiert, 
wurde fiir die Zwecke der vorliegenden Untersuchung eine Methode 
ausgearbeitet, die einen direkten Vergleich der Pepsinaktivitat ver- 
schiedener Magensiéfte erméglichen sollte. Aus praktischen Griinden 
war es wiinschenswert, die Einheit so zu definieren, daB eine Messung 
zu ihrer Bestimmung ausreichte. Es konnte daher das Gesetz, dal 
Zeiten gleicher Spaltung der Enzymaktivitit umgekehrt proportional 
sind, nicht unmittelbar Anwendung finden. 

Man ging daher folgendermaBen vor: Als MaB der Enzymaktivitat 
wurden die Spaltungen betrachtet, die unter den oben beschriebenen 


Die py-Messungen wurden bei 30° mit Chinhydronelektroden 
ausgefiibrt. 
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Versuchsbedingungen erreicht wurden (2 Stunden Verdauungszeit, 
30°, pu 2,3, 3°, Casein als Substrat). Die GréBe dieser Spaltungen 
bei verschiedenen Enzymkonzentrationen wurde mit kristallisiertem 
Pepsin und einem Kindermagensaft (Individuum A) bestimmt. 


Tabelle I. 





Sauglingspepsin A Kristallisiertes Pepsin 
- Spz y , : Sp: g 
Konzentrations- paltung Konzentrations- paltun 


nach 120 Min. nach 120 Min. 


verhaltnis in eem n 10 HCl verhaltnis in cem n/10 HC] 
l 0.41 1 0,445 
0,75 0,36 0,40 0,315 
0,50 0,29 0,233 0,205 
0.25 0.18 0,1 0,135 
0,083 0,07 


Versuchsanordnung zu Tabelle I. 1.4 cem Magensaft wurden mit Wasser 
auf 36ccem verdiinnt. 12, 9, 6, 3 und 1 cem dieser Verdiinnung wurden in 
MeBkolben von 20cem abpipettiert und die Kolben darauf mit Wasse1 


und 6,05 cem 34/,,n HCl aufgefiillt. 12.5cem der Mischungen + 12,5 cem 
6° ig. Casein. Verdauungszeit 120 Minuten. Anfangs-py 2,30. 


2. In vier MeBkolben zu je 100 cem wurden 15,0, 6.0, 2.5 und 1.5 cem 
einer gesattigten, wasserigen Losung von kristallisiertem Pepsin abpipettiert 
(dargestellt nach Northrop (6); dreimal umkristallisiert. 10cem der ge- 
sattigten Lésung enthielten 0,335 mg N). Dann wurde mit Wasser und 
einer passenden HCl-Menge aufgefiillt und ein Volumen der Enzymlésung 
mit einem Volumen 6° ig. Casein gemischt. Verdauungszeit 120 Minuten 
Anfangs-py 2,39. 

Wird eine Pepsineinheit willkiirlich als '/,, der Enzymmenge defi- 
niert, die unter den hier gewahlten Versuchsbedingungen in einer Probe 
von 10 cem eine proteolytische Spaltung entsprechend 0,25 cem n 10 HC! 
ergibt, so ist man mit Hilfe der in Abb. 1 dargestellten Konzentrations- 
spaltungskurve imstande abzulesen, wie viele Einheiten irgendeiner 
anderen Spaltung, bewirkt durch die beiden untersuchten Enzym- 
praparate, entsprechen. 

Stellt man naéimlich die Werte der Tabelle I graphisch dar (Abb. 1). 
kann man direkt von den Kurven ablesen, welche Konzentration von 
Magensaft oder kristallisiertem Pepsin der Spaltung 0,25cem n/10 HCl 
entspricht. Wiinscht man zu wissen, wie viele Einheiten irgendeiner anderen 
gegebenen Spaltung entsprechen, so liest man die betreffende Konzentration 
von der Kurve ab. Z. B. entspricht eine Spaltung von 0,25 cem n/10 HCl 

10 Einheiten, hervorgerufen durch Magensaft, dem Konzentrations- 
verhaltnis 0,39. Eine Spaltung von 0.20 cem n/10 HCI entspricht dem 


Konzentrationsverhaltnis 0,28. Also wurde die Spaltung von 0,20 cem 
0,28 ie ler = ; 
durch 10 7,2 Einheiten hervorgerufen. 


0.39 — 
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Auf Abb. 2 ist die Spaltung (bestimmt unter den oben gegebenen 
Versuchsbedingungen) gegen die Pepsineinheiten als Abszisse ab- 
gesetzt. Es zeigt sich hier der schon friiher von Holter (9) auf andere 
Weise nachgewiesene Unterschied zwischen kristallisiertem Pepsin 
und dem Pepsin des genuinen menschlichen Magensaftes, diesmal in 
der Weise, daB die beiden Einheitskurven von verschiedener Form 
und durch Verainderung des MaBstabes nicht miteinander zur Deckung 
zu bringen sind. 
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Abb 1 Abb. 2. 


Infolge dieses Unterschiedes muBte der urspriingliche Plan, 
das kristallisierte Pepsin als das bisher bestdefinierte | Pepsin- 
priparat als Standardenzym zur Einheitsdefinition zu benutzen, auf- 
gegeben werden. Man entschloB sich daher dazu, zu untersuchen, 
ob der Magensaft verschiedener Individuen identische Pepsineinheits- 
spaltungskurven gebe. Zu diesem Zwecke wurden die Magensafte von 
drei weiteren Individuen B, C und D in der oben beschriebenen Weise 
untersucht. Die Resultate sind auf Tabelle IT wiedergegeben. Werden 
die in Tabelle IT (und [, Individuum A) angefiihrten Spaltungswerte 
in Einheiten umgerechnet und dadurch auf denselben MaBstab gebracht, 


Ta belle Il. 





B ( D 

ee Spaltung Spe es Spaltung . ; Spaltung 
Ke aon nach 130 Min Konze wil nach 120 Min. Konze = nach 120 Min 
trations- in cem trations- in com trations- in cem 
verhiltnis n1oHCl verhaltnis n10OHCI verhiltnis n/l0 HCI 

| 0.32 1 0.43 i 0.355 

05 0,23 0,75 0,31 0.60 0,27 

0,25 0135 0.50 0.255 0.30 0.16 * 

0.15 0,09 0.375 0.13 0.15 0,09 * 


* Graphisch korrigiert. 


so erhalt man bei graphischer Wiedergabe der Resultate die Abb. 3, 
die eine ausreichende Ubereinstimmung der an vier Individuen ge- 
wonnenen Einheitsspaltungskurven zeigt. Es wurde daher der Kinder- 
magensaft selbst als Standardenzym gewahlt. 
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6. Pepsinbestimmungsmethode. Man bestimmt in der in Unter- 
abschnitt 3 beschriebenen Weise die proteolytische Spaltung (Zuwachs 
an titrierbaren Amidogruppen), hervorgerufen durch eine passende 
Verdiinnung von Magensaft in 120 Minuten bei 30° und py 2,30. Von 
Abb. 3 werden die dieser Spaltung entsprechenden Pepsineinheiten 

abgelesen und daraus der Pepsin- 








sd | gehalt des unverdiinnten Magen- 
Lhdwiduum ABC ud ; - é oe 

ad | | | saftes in Einheiten pro Kubikzen- 

| ar | timeter berechnet. 
Ge a pon 
Past | B. Bestimmung der Labaktivitat. 

j — = a iz aa In der vorliegenden Arbeit wird 

Pepsineinheiten die vor kurzer Zeit von Holter (7) 

Abb. 3. angegebene Methode angewendet, 


die auf der Viskosimetrie koagu- 
lierender Caseinlésungen beruht. Mit Riicksicht auf das Torsions- 
viskosimeter von Lecomte du Noiiy und dessen Gebrauch wird auf die 
in der angefiihrten Arbeit zitierte Literatur verwiesen. Die Methode 
wurde gebraucht teils ihrer Genauigkeit wegen, teils deshalb, weil die 
verhaltnismaBig geringen Mengen des zur Verfiigung stehenden Magen- 
saftes den Gebrauch einer Mikroapparatur notwendig machten. Die 
Verwertung der bei den Versuchen unmittelbar erhaltenen Koagulations- 
zeiten wurde vorgenommen auf Grund der Gleichung ¢ (t — x) = k, 
wo ¢ die Enzymkonzentration, ¢ die Gerinnungszeit und x und k Kon- 
stanten darstellen. Hinsichtlich der Bedeutung dieser Konstanten 
und der Schliisse, die in bezug auf den Mechanismus des Koagulations- 
prozesses daraus gezogen werden kénnen, wird auf die zitierte Arbeit 
verwiesen. In der vorliegenden Abhandlung werden sie einfach als 
rein empirische GréBen betrachtet, von denen namentlich *, das einen 
Ausdruck fiir die Aktivitat des im GerinnungsprozeB wirksamen Enzyms 
darstellt, in diesem Zusammenhang von Interesse ist. Der Verfasser 
méchte jedoch bereits hier hervorheben, daB die von Holter aus- 
gesprochene Vermutung, daB sich x und & zu einer befriedigenden 
Definition der Labwirkung anwenden lassen wiirden, durch die vor- 
liegenden Versuche bestatigt worden ist. Man hat sich auch aus diesem 
Grunde dazu entschlossen, die Labaktivitat der Magensifte durch 
deren reziproken k-Wert auszudriicken. 

1. Als Substrat wurde die von Holter angegebene Casein-Chlor- 
calcium-Phosphatmischung benutzt und groBe Sorgfalt darauf ver- 
wendet, die Lésung jedesmal in genau der gleichen Weise herzustellen. 
Holter (7) hat einige Angaben iiber die Reproduzierbarkeit der Substrat- 
eigenschaften gemacht, die in der vorliegenden Untersuchung nach- 
gepriift und durch zahlreiche Beispiele erweitert wurden. Man ging 
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zu diesem Zwecke so vor, daB man die 2- und k-Werte einer Reihe 
von Substraten, aus verschiedenen Caseinstammlésungen in gleicher 
Weise dargestellt, mit Hilfe ein und desselben Standardpepsin- 
praparates von Merck (Ph. Brit. XIV) bestimmte. Die Resultate dieser 
Versuche gibt Tabelle III. 

Aus der Tabelle geht hervor, daB, obwohl x ganz unregelmibig 
zwischen den Extremwerten 128 und 8 schwankt, & sich sehr viel mehr 
konstant halt. Die aus der Tabelle LI ersichtlichen geringen Ab- 
weichungen von & sind auf zwei Griinde zuriickzufiihren: Erstens auf 
geringe Unterschiede in der Aktivitaét der zu jedem Versuch frisch 
bereiteten Enzymlésung, die, obwohl sie soweit wie irgend méglich 
unterdriickt wurden, doch nicht ganz vermieden werden kénnen, und 
zweitens kleine Unterschiede im Alterungsgrad des Substrats, die sich 
zwar vor allem in der GréBe von x, in geringerem Grade aber auch in 
der von k auBern. Zur Illustration dieses letzteren Effektes wurden 
die in Tabelle IV wiedergegebenen Versuche angestellt, die die Va- 
riation der beiden GréBen beim Altern des Substrats zum Ausdruck 
bringen. Uber die Eliminierung des aus der Variation der k-Werte 
verschiedener Substrate erwachsenden Fehlers siche weiter unten 
(Unterabschnitt 4). 

2. Bestimmung der Koagulationszeit. Die Versuche wurden immer 
bei 25° und pu — 6,37 (gemessen bei 18° mit der Chinhydronelektrode) 
ausgefiihrt, auBer in den Fallen, wo gerade das py variiert werden 
sollte. Enzymlésungen und Substrat (1 cem der ersteren auf 5 com 
des letzteren) wurden genau 10 Minuten vorgewarmt. Die Mischung 
geschah in den von Linderstram-Lang (11) angegebenen Zweischenkel- 
rohren, die das getrennte Vorwarmen der Lésung und deren rasche 
Mischung erméglichen. Nach dem Vermischen wurden 2 cem der 
Mischung ins RotationsgefiB pipettiert, worauf die Ablesung beginnt, 
die mit Hilfe von Spiegel und Skala vorgenommen wird. Die Koagu- 
lationszeit wird vom Augenblick der Mischung gerechnet und willkirlich 
als die Zeit definiert, die bis zum Erreichen einer Viskositétsinderung 
Ay ~ 7,5 vergeht, entsprechend einer Skalendifferenz von 10 em, bei 
92cm Abstand zwischen Spiegel und Skala. Die Koagulationszeit 
wurde immer mit zwei und meist drei Enzymkonzentrationen  be- 
stimmt. Die Berechnung von k geschah nach der angegebenen Forme! 
unter Einsetzung des Mittelwertes von 2. 


3. Fehlerquellen. Wiahrend die Koagulationszeiten sich bei Ver- 
wendung von Merck-Pepsinlésungen’ verschiedener Konzentration 
immer gleichartig verhalten, zeigten sich Schwierigkeiten, sobald 
man zur Untersuchung von Magensaften iiberging. Die Schwierig- 
keiten bestanden darin, daB x bei einigen Magensaften sehr klein und 
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Tabelle II. 
In allen Versuchen: Substrat 0.6°, Casein, 0.00715 mol. CaCl, 0.01 mol. a 
Phosphat. 5eem Substrat leem Pepsinlésung. Temperatur 25°. 
Pu 6.37. WKonzentration | 001°, Merck-Pepsin. 
Versuch Konzen- Koagulationszeit ; : Mittelwert 
Nr. tration Sek. . von k 
1 : 330 D2 
1/, 532 128 202 202 
l/, 934 128 202 
2 1 257 204 | 
He 468 46 207 203 
JP S46 69 199 | 
3 1 211 293 
1, 420 2 206 202 
li, S00 14 198 | 
4 1 331 191 | 
ul, 519 142 199 191 7 
t 910 137 192 
sl 
5 1 269 188 
" di 
l, 464 74 192 ISS 
ay, 812 88 183 
6 1 249 173 \ 
My 421 76 172 173 
", 767 76 173 | 
7 1 259 189 
ui, 454 64 192 183 
TA S04 77 183 
8 1 282 175 | 
i, 461 192 177 174 
, 791 112 171 
l 275 195 | 
ae 471 78 145 195 
1, S54 81 193 
10 l 300 179 | m 
2 485 114 182 175 re 
a. 644 128 174 be 
11 1 317 189 | 
I, 516 118 194 IS L 
ls 676 138 183 di 
12 1 259 190 | at 
ly, 457 60 194 1SY ” 
Ms 621 78 184 eS 
sa 
Mittelwert von 189. GréBte Abweichung der Einzelbestimmungen m 
vom Mittelwert von k 7,4%, 8.5%. di 
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Tabelle IV. 





Alter des Substrates Konzentration Gerinnungszeit r 


Substrat A. 


| 1 492 202 
24 Std. af, 444 219 196 
| I, 624 1S0) 212 
| 1 275 175 
5 Tage V/, 440 110 170 
| 650 S9 183 


Substrat Bb. 


| 1 559 17s 
3 Sid. ‘ Ml, 526 192 173 
{ 1, 738 170 185 
{ 1 225 143 
7 Tage ap 376 74 147 
| Vs 495 9) 138 


in einigen Fallen sogar negativ wurde. Im weiteren Verlauf der Unter- 
suchung zeigte sich, daB das variierende py der Magensafte die Ursache 
des Phinomens war. 

Tabelle V. 





Versuel Loagulationszei 

i der’ bate Konzentration moe a2 wie zr 
| 110 106 156 

1 1.6 ' 0.510 273 62 161 
| 0.25 10 540 = BS 147 
OS 10 1S7 109 

2 1.54 : 0.510 30 3 197 
| 0,210 812 20 23 
| 1/10 386 324 

3 2,12 ; 0,75 19 497 + 69 326 
' O.5/10 708 +. 64 323 


Aus Tabelle V ist zu ersehen, in wie hohem Grade x (und damit /) 
mit dem Eigen-py der Magensiafte variiert. Auf Grund dieses Versuchs- 
resultates wurde eine eingehende Untersuchung des py-Kinflusses 
begonnen. 


In neun LOO-cem-MeBkolben wurden je leem einer | ° igen wasserigen 
Lésung von Merck-Pepsin abpipettiert. Bei den Versuchen | bis 7 wurden 
die Kolben mit Wasser und den in Tabelle VI angegebenen HCl-Mengen 
aufgefiillt. wobei die Salzséiure stets erst nach Verdiinnung mit Wasser 
zugesetzt wurde. Versuch 8 wurde mit einer rein wasserigen Losung aus 
gefiihrt. Die in Versuch 9 angewendete Losung wurde aus einer 0,02 °,igen 
salzsauren Merck-Pepsinlésung dargestellt, indem man 1 Volumen davon 
mit 1 Volumen einer Mischung von NaOH und Wasser verdiinnte, wobe 
das py der schlieBlichen Pepsinlésung 6,20 wurde. Alle Lésungen wurden 
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unmittelbar vor dem Gebrauch hergestellt. Die Versuche mit Magensaft 
(Tabelle VII) wurden alle mif einem zehnmal verdiinnten Saft ausgefiihrt. 
und zwar Versuch | mit einer wasserigen Verdtinnung. Die in den Versuchen 2 
bis 6 angewendeten Verdiinnungen wurden durch Zusatz der aus Ta 
belle VII ersichtlichen Mengen von n/100 NaOH auf das gewiinschte py 
gebracht und teils sofort, teils nach 24 Stunden untersucht. 


Tabelle VI. Merck-Pepsin. 





Versuch wos HCl ; PH der Pr der Koagulationszeit 
Nr. ecm Enzymlisung Versuchsmischung Sek. 
1 10 n/10 2,07 5,953 83 
2 3 n/10 2,60 6,242 190 
3 1 n/10 3,10 6,325 260 
4 0,3 n/10 3,60 6,355 296 
5 10 n/1000 4,10 6,360 308 
6 3 n/1000 4,60 6.368 290 
7 1 n/1000 5,00 6,370 292 
8 0 5,70 6,370 323 
9 (siehe Text) 6,20 6,370 725 


Tabelle VII. Magensaft. 





ersuc a ’ der Koagulationszeit Koagulationszeit 
Nr. —— aw mischung Liésung frisch Lésung 24 Std. alt 

1 0 2,89 6,29 165 164 

2 1,00 3,43 6,348 221 210 

3 1,50 4,35 6,363 285 250 

4 1,60 4,95 6,369 406 241 

5 1,68 5,72 6,370 483 377 

6 1,75 6,27 6,370 496 458 


Aus den Versuchen geht die py-Abhangigkeit der Koagulationszeit 
heryor. Tabelle VII zeigt, daB diese Abhangigkeit bei Verwendung von 
Magensaftverdiinnungen, denen unmittelbar vor dem Versuch Natrium- 
hydroxyd zugesetzt worden war, eine ganz andere ist, als wenn die 
Saftverdiinnungen nach dem Zusatz der Lauge 1 Tag im Eisschrank 
gestanden hatten. Auf Abb. 4 ist die Kurve wiedergegeben, die man bei 
Verwendung von 1 Tag alten Verdiinnungen von verschiedenem py 
erhalt. Sie gleicht in hohem Grade der analogen, mit Merck-Pepsin 
gefundenen Kurve (Abb. 4). Es tritt beim Zusatz von Natronlauge 
offenbar eine Stérung eines Gleichgewichts ein, dessen Wieder- 
einstellung einige Zeit erfordert. Wie lange diese Zeit ist, geht aus den 
Versuchen nicht hervor, doch deutet alles darauf hin, daB 24 Stunden 
ausreichen. Diese Erscheinung wird noch naher untersucht werden 
Der Verlauf der auf Abb. 4 wiedergegebenen Kurven muB so erklart 
werden, daB bei einem px der Enzymlésungen von 3,5 bis 5,5 der 
Puffergehalt des Substrats ausreichend ist, um das py der Verdauungs- 
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mischungen auf 6,37 zu halten. Bei saueren Enzymlésungen geniigt 
die Pufferwirkung nicht, und die Koagulationszeit nimmt dem niedrigeren 
pu der Versuchsmischungen entsprechend ab. Die starke Zunahme der 
Koagulationszeit bei Verwendung einer Enzymlésung von py — 6,2 
erklart sich mit der hier eintretenden irreversiblen Enzymdestruktion ; 
die Pufferwirkung des Substrates ist ja in diesem Falle vollstandig 
ausreichend, um das gewiinschte px der Verdauungsmischung fest- 
zuhalten. Die Abb. 5 macht diese Verhaltnisse noch mehr anschaulich. 
Aus der Tabelle VIII und den dazu gemachten Bemerkungen geht 
hervor, daB das Enzym bei Verwendung von Enzymlésungen von 
pu 3 bis 5,5 (sowie bei noch saureren Lésungen, die jedoch aus den eben 
angefiihrten Griinden unerwiinscht sind) stabil ist und dai bei einem 
pu tuber 6 eine partielle irreversible Enzymdestruktion eintritt. 
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Bemerkungen zu Tabelle VIII. Die Labaktivitat einer 0,01 ° igen 
Lésung von .Werck-Pepsin, die mit NaOH auf py 6,30 gebracht worden war. 
ergab eine Koagulationszeit von 790 Sekunden. Nach liminutigem Stehen 
der Lésung bei py 6,30 und 20° wurde die Lésung auf py 2.08 gebracht und 
ergab dann in der Konzentration 0.01 °, eine Koagulationszeit von 115 S« 
kunden. Eine Loésung desselben Enzyms von py 2.08, die nicht mit 
Lauge behandelt worden war. koagulierte dasselbe Substrat (das mehrer: 
Tage alt und daher sehr empfindlich war) in 15 Sekunden. Es tritt also 
bei py 6,30 in wasseriger Lésung eine partielle irreversible Enzyindestruktion 
ein. Darauf wurden vier 0.01% jige Lésungen von Merek-Pepsin von 
Pu 57, 4,10, 3,09 und 2,08 bereitet und deren Labwirkung untersucht 
Sodann wurden drei Lésungen mit doppelter Enzymkonzentration und 
Pu 5,7, 4,10 und 3,09 bereitet und diese nach l5minutigem Stehen 
durch Verdiinnung mit | Volumen Wasser und Salzsiure auf py 2.08 
bracht und wiederum deren Labwirkung bestimmt. Die Resultate sind in 
Tabelle VIII wiedergegeben. 

Tabelle VIII. 





Auf Py 2,08 


Pa der noagulationszeit Phones d 
. So] zuriickgebracht. 
zymlisung in Sek. ; a 
Enzymlisung shea Koagulationszeit in Sek. 
5,70 250 61 
4,10 244 62 
3,09 219 61 
2.08 61 
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Um zu zeigen, daB die kurzen Gerinnungszeiten, die man_ bei 
Anwendung von sauren Enzymlésungen erhalt, der pxy-Abhangigkeit 
des Koagulationsprozesses zuzuschreiben sind und nicht etwa einer 
Saureaktivierung des Enzyms, wurde folgender Versuch angestellt: 


0.5cem einer wasserigen 0,02 ° igen Lésung von Merck-Pepsin und 
5cem Substrat wurden 10 Minuten vorgewarmt. Darauf wurden 0,5 cem 
n/50 HCl zum Substrat gesetzt und erst dann die Enzymlésung zugemischt 
und die Koagulationszeit in gew6hnlicher Weise bestimmt. Die Versuchs- 
bedingungen im Gerinnungsgemisch waren also dieselben, wie wenn | ccm 
einer 0,01 ° igen Merck-Pepsinlésung von py 2,08 zum Substrat gesetzt 
worden ware. In gleicher Weise wurden 0,5 cem n/500 HCl und n/5000 HCl 
(entsprechend dem Enzymlésungs-py 3,1 und 4,1) zum Substrat gesetzt. 
Gleichzeitig wurden drei analoge Versuche ausgefiihrt, in denen dieselben 
Salzsiiuremengen der Enzymlésung zugesetzt wurden. Die Resultate zeigt 
Tabelle IX. 

Tabelle IX. 





HCl zur Enzymlésung HCl zum Substrat 
. Koagulationszeit ’ o Koagulationszeit 
Py in der Mischung Sek. Pu in der Mischung Sek. 
5,955 61 5.955 58 
6,310 212 6,310 208 
6,360 260 6,360 246 


Die aus Tabelle V ersichtlichen Variationen von x mit verschiedenen 
Aziditaiten der Enzymlésungen erkliren sich somit vor allem dadurch, 
daB das py der wiisserigen Magensaftverdiinnungen mit steigender 
Verdiinnung durch Wasser wichst, wodurch wiederum die Koagulations- 
zeit zunimmt, was einen Fall von x bis zu negativen Werten vortéuscht. 
Dieser Effekt wird eindeutig durch den in Tabelle X wiedergegebenen 
Versuch illustriert. 

Die Enzymlésungen der Konzentration 1 waren 0,01 °oige Losungen 
von Merck-Pepsin vom py 4.10 und 3,10. Die Konzentrationen '/, wurden 
daraus teils durch Verdiinnen mit Salzsiure von py 4,10 bzw. 3,10, teils 
durch Verdiinnen mit Wasser dargestellt. 


Tabelle X. 





- Koagulations- 
Pa oe Konzentration zeit z 
Enzymlosung Sek 
4,1 I 245 
1, (verdiinnt mit HCI) 410 80 
1, (verdiinnt mit Wasser) 417 70 
3,1 1 295 


. verdiinnt mit HCl) 855 54 


9 
1, (verdiinnt mit Wasser) 399 10 
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Zu dem eben genannten Effekt kommt, daB 2 mit fallendem py 
der Gerinnungsmischung bis auf Null abnimmt, wie aus Tabelle NI 
hervorgeht. 


Oo 


In sechs 100-cem-MeBkolben wurde je | cem einer wiisserigen | 
Merck-Pepsinlésung abpipettiert. Zu den Versuchen | bis 5 wurden 10, 7, 
5, 3 und leem n/10 HCl gesetzt und mit Wasser autgefiillt. Versuch 6 
wurde mit einer wasserigen Lésung ausgetiihrt. Die Konzentrationen ',, 
wurden hergestellt durch Abpipettieren von leem 1 °oiger AWerek-Pepsin 
lésung in 200-cem-MeBkolben, Zusatz der doppelten Mengen von Salzsiiure 
und Auffiillen mit Wasser. 


olgen 


Tabelle XI. 





Versuch Py der Pu in der Koaguintionsnett 


Nr. Enzymlisung Mischung Konz. 1 Konz. 1)» . . 

1 2,08 5,953 59 Sek. 120 Sek. 0 60 
2 2,22 6,114 ié 218 , i) 112 
3 2,39 6,181 49 , 305, 0) 150 
4 2.60 6,242 204, 387, 20 154 
5 3,10 6,325 274 , 462, 86 1sY 
6 5,70 6,372 309, 495, 122 187 


Aus Tabelle XI und deren graphischer Darstellung (Abb. 6) geht 
hervor, daB x nicht bloB bis auf Null abnimmt und sich auf diesem 
Wert konstant halt (die negativen Werte von x beim Verdiinnen saurer 
Enzymlésungen mit Wasser sind ja, wie oben gezeigt, nur vorgetauscht), 
sondern auch, daB & (der Ausdruck fur die Enzymaktivitat) unabhangig 
von x steigt. Driickt man die Labaktivitat direkt durch den reziproken 
Wert von *& aus und traigt man diesen Wert als Funktion des py auf, 
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so erhalt man die Kurve der Abb. 7, die an die eine Halfte einer py- 
Aktivitatskurve von Enzymen erinnert. Eine Untersuchung des 
weiteren Verlaufs dieser Kurve hat sich indessen als undurchfiihrbar 
erwiesen, wenn die gew6hnlichen Versuchsbedingungen eingehalten 
werden sollten, da nimlich die spontane Sauregerinnung des Substrates 
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in enzymfreier Versuchsmischung schon bei pa — 5,7 beginnt!. Die 
schnelle Abnahme von x besagt nach der Definition dieser GréBe (7) 
nichts anderes, als da die Geschwindigkeit des Gerinnungsprozesses 
unter den hier vorliegenden Versuchsbedingungen bei py 6,2 so grok 
ist, daB sie gegeniiber der Dauer der enzymatischen Phase des Prozesses 
vernachlassigt werden kann. 

Da das bisher vorliegende Versuchsmaterial zu einer vollstandig 
zufriedenstellenden Aufklarung dieser Verhaltnisse nicht ausreicht 
und eine solehe auch auBberhalb des Rahmens dieser in erster Linie 
methodischen Arbeit fallt, verzichtet der Verfasser vorliufig darauf, 
andere Schliisse aus der hier dargestellten py-Abhaingigkeit des Koagu- 
lationsprozesses zu ziehen, als den, das die Kenntnis der hier unter- 
suchten Verhaltnisse die Eliminierung der Fehlerquellen ermoéglicht, dic 
sich bei der Anwendung von Magensaften verschiedener Aziditat ergeben. 

Da & bei py 6,25 bis 6.40 praktisch konstant ist, und da der Einflub 
der in diesem py- Bereich stark variierenden GréBe x# auf die Koagulations- 
zeit durch die Anwendung der angegebenen Formel zur Bestimmung 
von & eliminiert wird, so ist es da die Enzymaktivitat durch & de- 
finiert wird ausreichend, die Magensaftverdiinnung, deren Lab- 
wirkung man bestimmen will, auf ein solches px zu bringen, dab das 
pu der Gerinnungsmischung zwischen 6,25 und 6,40 fallt, was durch 
den Puffergehalt des Substrates erleichtert wird. Aus der Kurve der 
Abb. 4 geht hervor, daB man zu diesem Zwecke die Magensaft- 
verdinnungen auf ein py von + bis 5 zu bringen und bei weiterer 
Verdiinnung dieses py festzuhalten hat. Die Einstellung auf py — 4 bis 5 
kann, wie Tabelle XII zeigt, geschehen, ohne dab man Enzym- 
destruktion zu_ befiirchten braucht. 

Die Einstellung der Magensattverdiinnungen aut das gewiinschte py 
geschieht durch Zutropfen von n/100° NaOH = unter sorgfailtigem Um- 
schwenken. Als Indikator verwendet man Phenolblau und als Vergleichs- 
losung ein Puffergemisch von passender Zusammensetzung. 

Zu den Versuchen 1, 2 und 3 wurden folgende Verdiinnungen des 


gleichen Magensaftes verwendet : 


Versuch 1: leem Magensaft + 19 c¢em Wasser. 

Versuch 2: leem Magensaft + 17.4cem Wasser + 1,60cem  n, 100 
NaOH. 

Versuch 3: Leem Magensaft + 15.8 cem Wasser + 1,60c¢em  n/ 100 


NaOH und nach 30 Minuten Stehenlassen der letzten Mischung zugesetzt 
1.60 cem n/100 HCl. Die Resultate zeigt Tabelle XII. 


1 Die naheliegende Annahme, daB die Abnahme von k bis py = 5,95 
auf einer einfachen Addition der Enzymwirkung und der Séuregerinnung 
des Substrates beruhen sollte, hat sich als unrichtig erwiesen. Enzymfreie 
Substratlésungen sind bei py 5,95 stabil. 
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Tabelle XII. 





Koagulations 
Versuch Py der sas : 


zeiten 
Nr. Verdiinnungen Sek 
l ole 276 
2 5.20 450 
3 3.07 257 


4. Definition der Labeinheit. Ebenso wie bei Pepsin ist auch beim 
Labenzym eine rationelle Definition der Aktivitatseinheit vorlaiufig 
nicht méglich infolge unserer mangelnden Kenntnisse iiber die Kinetik 
der Labwirkung. Dies beriihrt jedoch nicht die Ziele dieser Unter- 
suchung, und man hat sich daher dazu entschlossen, die Labeinheit 
auf der Grundlage der mehrfach besprochenen Grobe k folgender- 
maben zu definieren: Gibt eine Enzymlésung, in mindestens zwei 
verschiedenen Konzentrationen untersucht, mit dem beschriebenen 
Substrat & 140 Sekunden, so enthalt die bei der gréBten Konzentra- 
tion in der Versuchsmischung vorhandene Enzymmenge eine Lab- 
einheit. Auf Grund der Konstruktion des Apparates ist diese Enzym- 
menge in 2ccm einer Mischung von | Volumen Enzymlosung und 
5 Volumen Substrat enthalten. Aus Tabelle ILL ist ersichtlich, dab 
der Mittelwert von &, bestimmt auf die in der Versuchsbeschreibung 
angegebene Weise, IS9 Sekunden ist. In L cem einer 0.01 ° igen Losung 
von Merck-Pepsin sind somit 1,59 Labeinheiten enthalten. (Die Ver- 
suche sind ausgefiihrt mit 2 ccm einer Mischung von 1 cem Enzym- 
lésung und 5cem Substrat. Im Versuch befindet sich daher ? . cem 
einer wiasserigen O,01° igen Merek-Pepsinlésung. Mit dieser Enzym- 
menge findet man /& I8S9 Sekunden: sie enthalt also 100 189 

0,53 Labeinheiten. Leem der Enzymlésung enthalt daher 1,59 Lab- 
cinheiten.) Wird k* unter Anwendung eines verdiinnten Magensaftes 
bestimmt, so libt sich die Labaktivitat pro Kubikzentimeter des 
unverdiinnten Saftes in derselben Weise berechnen. 


Aus Tabelle IIT geht hervor, daB die gré6Bte Abweichung zwischen 
zwel Einzelwerten von k 17°, ist, und die gréBte Abweichung der 
EKinzelbestimmungen vom Mittelwert 7.4 und 8$.5°.. Obwohl 
die Reproduzierbarkeit des Substrates als recht gut und fiir viele Zwecke 
ausreichend bezeichnet werden kann, hat der Verfasser doch eine 
Korrektion des Fehlers, den die variierenden Substrateigenschaften 
mit sich fiihren, anzubringen gesucht, indem stets vor Bestimmung 
der Labaktivitaét von Magensaften der k-Wert des betreffenden Sub- 
strats mit dem friiher besprochenen Standardpraparat von Merck 
Pepsin untersucht wurde. Mit Hilfe des dabei erhaltenen Wertes fur & 
wurden dann die k-Werte der Magensifte auf einen Standardwert 


w 
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von & umgerechnet, als welcher sich natiirlich der Mittelwert von / 


aus den in Tabelle III wiedergegebenen Versuchen, also 180% Sekunden. 
darbietet. Findet man das mit Merck-Pepsin bestimmte & z. B 


200 Sekunden, so werden die mit Magensaft gefundenen k-Werte 


durch 200/189 dividiert. 

5. Labbestimmungsmethode. Auf Grund der Resultate der in den 
letzten Abschnitten beschriebenen Versuche lieB sich nun erwarten 
daB die friiher besprochenen Schwierigkeiten bei der Bestimmung dei 
Labaktivitit natirlicher Magensaifte tiberwunden werden’ kénnten 
und man unter Einhaltung der sich aus den Versuchen ergebenden 
VorsichtsmaBregeln den k-Wert und damit die enzymatische Aktivitit 
eines gegebenen Magensaftes eindeutig wiirde bestimmen kénnen 

Bei diesen Bestimmungen wurde das folgende Verfahren ein- 
gehalten: Man orientiert sich zuerst in einem Vorversuch iiber die 
beilaufige Aktivitat des vorliegenden Saftes. Sodann bringt man den 
Magensaft auf die sich aus dem Vorversuch ergebende wiinschenswerte 
Verdiinnung und stellt diese mit Hilfe von Phenolblau vorsichtig durch 
Zutropfen von n/100 NaOH auf px 4,2 ein. Zur weiteren Verdiinnung 
der damit gewonnenen Stammlésung benutzt man Salzsiure vom 
pu 4.2. Zu den Labungsversuchen wird 1 ccm der betreffenden Magen- 
saftverdiinnung mit 5ccm Substrat nach Vorwairmen vermischt und 
in der im Unterabschnitt 2 beschriebenen Weise die Gerinnungszeit 
bestimmt. Aus den mit am besten drei Konzentrationen (1, ! 4. ! 5 
oder '/,) bestimmten Gerinnungszeiten berechnet man sodann nach 
der friiher gegebenen Formel x und & und daraus die Aktivitat des 
Magensaftes in Labeinheiten. In dieser Weise wurde der Mageninhalt 
von vier Individuen im Alter von 2 bis 7 Monaten untersucht. Von 


Tabelle XIII. 





— Pepsin- 

. Gerin- ab- } 
Ver- ae 2 _ Pu der Verdiinnung cane Be yn |  ein- P.E 
such ||" ~ Ver- des Magen- oe zr k pseccnygstcce heiten - 

zugesetzt diin- saftes zeit pro ccm pro eem 74 

Nr. zu Konz.1 nungen : : Sek. Saft Saft 

| : 2 312 199 
A 0.80 4.30 0.5 :10 593 120 195 16,35 45.6 2.78 


| 033:10 725 105 204 | 


{ i : 280 155 | 
0,5 :10 417 142 146 20,93 54,4 2.60 


0.33:10 624 108 165 | 


| 1 :10 320 224 

c | 178 | 427) 05:10 567 72 285 ' 135 360 267 
| 033:10 720 120 208 | 
{ 2 -10 264 186 | 

D 350 410! 1 :10 4386 92° 179 795 220 276 
| 066:10 665 63 195 | 
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Versuchseinzelheiten sei nur angefitihrt, dab die Labbestimmungen 
erst 1 Tag nach Zusatz von n 100 NaOH zur Magensaftverdinnung 
ausgefiihrt wurden. Das Resultat ist auf Tabelle NIITL wiedergegeben. 
Die Tabelle bedarf keiner weiteren Erklirung. In der letzten Kolonne 
sind die Verhaltnisse zwischen Pepsin- und Labeinheiten fiir die vier 
Individuen angefiihrt, wobei die gréBte Abweichung (zwischen den 
Individuen A und B) 7°,, betragt. 

Die Cbhereinstimmung der Pepsinlabquotienten der vier Individuen 
scheint recht interessant, da die entsprechenden Quotienten anderer 
Enzympraparate stark von diesem Wert abweichen. Ohne hier die 
vollstindigen Versuche anzufiihren, seien des Vergleichs halber dic in 
gleicher Weise gewonnenen Quotienten fiir Merek-Pepsin (0,34) und 
kristallisiertes Pepsin (0,82) gegeben. Der Magensaft eines erwachsenen 
fastenden Menschen zeigte dagegen nahezu das gleiche Verhaltnis 
wie der der Sauglinge, nimlich 2,5. Der naheliegende SchluB, dab die 
von Kindern und Erwachsenen sezernierten Enzyme identisch seien, 
ein fiir Sauglinge funktionstypisches Labenzym also nicht existicre, 
soll vorliufig bis zur Untersuchung eines gr6Beren Materials noch nicht 
endgiltig gezogen werden. 

In diesem Zusammenhang sei auf Untersuchungen von W. W. 
Sawitsch (12) und Th. J. Migay und W. W. Sawitsch (13) hingewiesen. 
Diese Autoren fanden bei einer Reihe von Magensaften verschiedener 
erwachsener Individuen ein in den einzelnen Versuchsreihen konstantes 
Verhaltnis zwischen Pepsin- und Labaktivitaét. Dab die Quotienten 
verschiedener Versuchsserien, die nicht am gleichen Tage ausgefiihrt 
werden konnten, um einige Hundert Prozent voneinander abwichen, 
kann auf Grund der natiirlichen Variationen der als Substrat  ver- 
wendeten Milch nicht wundernehmen. 

Dem Vorstand der chemischen Abteilung des Carlsberg Laboratoriums, 
Professor S. P. LL. Serensen, danke ich herzlich fiir die gasttreie Aufnalme 
im Laboratorium und das groBe Interesse, mit dem er dieser Arbeit gefolgt 
ist. Meinem Chef, Chefarzt Dr. Vald. Poulsen. danke ich tiir die Erlaubnis, 
das Material der Abteilung zu benutzen. SchlieBlich wiinsche ich Dr. Heim 
Holter zu danken fiir seine Hilfe und die Bereitwilligkeit, womit er seine 
Kenntnis des in dieser Arbeit behandelten Gebietes zu meiner Verfiigung 
gestellt hat. 

Zusammenfassung, 

1. Es wurde eine Methodik ausgearbeitet zur Bestimmung der 
Pepsin- und Labaktivitat von Mageninhalt, besonders dem von Siug- 
lingen. Die Methodik wurde so einfach gestaltet, als die erstrebte 
Genauigkeit es zulieB. 

2. Die der Methodik eigentiimlichen Fehlerquellen, die gréBtenteils 
auf der natiirlichen Aziditét der Magensifte beruhen, wurden unter- 
sucht und umgangen. 
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3. Ein willkirlicher, doch zur quantitativen Bestimmung brauch 
barer Ausdruck fiir die Pepsin- und Labaktivitat des Magensafte- 
wurde festgelegt. 

4. Bei der Anwendung der Methodik zur Untersuchung einige: 
Sduglingsmagensifte zeigte sich das Verhiltnis zwischen Pepsin- und 
Labaktivitat bei den untersuchten Individuen konstant und_ gleich 
demselben Verhaltnis beim Magensaft eines Erwachsenen, aber ver 
schieden von dem anderer Pepsinpraparate. 
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Uber die Wirkung von Glycerin 
auf die Resorption von Milchsiurelésungen durch Cele. 


Von 
L. J. Weber und A. N. Rao. 


(Aus dem Kolloidchemischen Laboratorium der Technischen Hochschule 
Berlin.) 


(Binge qangen am 30, Marz 1933.) 


Ks ist bekannt, da der gesamte Stoffaustausch im Organismus 
sofern er nicht durch Str6mungen bewirkt wird durch Diffusion 
bzw. Osmose erfolgt. Die tierischen Membranen, welche fiir die Permea 
bilitat und Resorption in Frage kommen, sind durchweg gelartige 
Gebilde. Fir die Erkenntnis mancher biologischer Vorginge sind daher 
Untersuchungen an Gelen unumginglich. Zu den wichtigsten auch 
mit der Fahigkeit, Stoffe aufzunehmen bzw. durchzulassen, in Be- 
ziehungen stehenden Kigenschaften eines Gels gehéren Adsorptions- 
fahigkeit und Quellbarkeit, und zu den Stoffen, welche eine besonders 
stark quellende Wirkung ausiiben, gehért die Milchsiure. Die thera- 
peutische Verwendung der Milchsiure kann aber gerade infolge dieset 
stark quellenden Eigenschaft dazu fiihren, dai} das Gewebe stark an- 
gegriffen wird. Die oft unerwiinschte allzu energische Einwirkung 
auf die Gewebe hat man daher seit geraumer Zeit mit Erfolg durch 
Zusatz eines giinstig wirkenden Agens zu mildern versucht. Als solches 
Agens dient z. B. Glycerin, dessen medizinische Verwendung an sich, 
auch als Desinfiziens, hinlinglich bekannt ist. Eine solche kom- 
binierte Anwendung von Milchsdiure und Glycerin in der ‘Therapie 


erkrankter Schleimhaute z. B. in Form milchséurehaltiger Tam 
povagan-Glyceringelatinekugeln lie} die Frage nach ihrer gegen- 


seitigen Beeinflussung auftauchen. Es wurde daher die Wirkung des 
Glycerins auf die Resorption der Milchsiure gepriift. 

Die Untersuchung wurde zunachst an Gelatinegelen ausgefiihrt und 
die erzielten Resultate an natiirlichen Membranen wie Schweineblase und 
Rinderdarm bestatigt. Bei den auszufiihrenden Versuchen kam es daraut 
an, einerseits das von einem Gel aufgenommene Wasservolumen, anderer 
seits die resorbierten Milchsaéuremengen zu bestimmen, und den Eintlal, 





wr 
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den das Glycerin aut diese Vorgiinge ausiibt, festzustellen. Der Einfluts 
von Fremdstoffen auf die Quellung von Gelen und auf die Diffusion /» 
Gelen ist noch nicht hinlanglich bekannt und hangt von der Art und der 
Menge des Fremdstoffes ab. Salze kénnen eine Verminderung der Wasser- 
quellung und eine Verlangsamung der Diffusion von Saure bewirken. 
Auch stark hydroxylhaltige Stoffe wie Zucker scheinen die Quellung zu beein 
trachtigen. VW. H. Fischer! dagegen fand bei der Saurequellung eines Fibrin 
geles keine Hemmung durch Dextrose und Saccharose. Nach Friedmann 
wiederum wird die Diffusion von Harnstoff in Gelatinegelen durch Alkoho! 
verlangsamt, durch Rohrzucker und Milehzucker hingegen  begiinstigt. 
Glycerin wirkte hier ebenfalls férdernd. 


Methodik. 


In Schalen von gleichem Durchmesser wurde eine etwa 6 bis 7 mm 
starke, vollkommen klare und elastische Gallerte erzeugt. Diese wurcd 
mit der zu untersuchenden Fliissigkeit (Wasser, wasserige Milchsaure- 
losungen, wasserige Milchséurel6sungen — Glycerin) iiberschichtet. Daraut 
wurden die Schalen mit Glasplatten bedeckt, und es begann die Messung 
der Quellung und der Milchséureresorption. 

Ein Ma fiir die Quellung des Gels bildeten die aufgenommenen 
Fliissigkeitsmengen. Die iiberstehende Fliissigkeit wurde (nach 10, 30, 
120 Minuten, 24, 48 Stunden) in geeichte MeBzylinder abgegossen und aus 
den abgelesenen Werten das Volumen der in das Gel eingedrungenen 
Fliissigkeit berechnet. 

Die Konzentration der iiberstehenden Milchsaéurel6sung wurde durch 
Entnahme von 5cem und Titration (mit NaOH und Neutralrot ode 
Phenolphthalein als Indikator) bestimmt. Durch Umrechnung auf das 
jeweilige Gesamtvolumen konnte die absolute Menge (Millimol) noch nicht 
aufgenommener Milchsaure und daraus wieder die Gesamtmenge der vom 
Gel aufgenommenen Milchsaéure ermittelt werden. Unter Beriicksichtigung 
der jeweiligen (durch Fliissigkeitsaufnahme verdnderten) Gesamtgelmenge 
wurde so die Milchsaiurekonzentration im Gel (in Millimol/Liter) gefunden. 

Bei der Herstellung von Gelen mubten Luftblasen und Schaum sorg- 
faltig vermieden werden, da sie ein wesentliches Hindernis fiir den Fortschritt 
der Diffusion bilden und die GleichmaBigkeit der Versuchsbedingungen und 
damit die Reproduzierbarkeit der Versuchsergebnisse beeintrachtigen. 

Da, wie in zahlreichen Versuchsreihen festgestellt wurde, die Fliissig- 
keitsaufnahme nicht nur von der Konzentration des Gels, sondern auch von 
seiner Menge, sowie ferner von dem Volumen der tiberschichteten Fliissig- 
keit und der GréBe der Grenzflache zwischen dem Gel und der Fliissigkeit 
abhangt, wurden alle diese Faktoren in saémtlichen Versuchen konstant- 
gehalten, und samtliche Versuchsreihen unter gleichmaBigen Temperatur- 
bedingungen ausgeftihrt. 

Die in dieser Arbeit beschriebenen Schalenversuche wurden in Kristal- 
lisierschalen von 137,5 qem Oberflaiche ausgefiihrt. Die Gelmenge betrug 
in jedem Versuch 100 cem, das Volumen der iiberschichteten Fliissigkeit 
stets 50 ccm. 


' Das Odem (Dresden 1910), S. 29ff. 
2 J. Amer. Chem. Soc. 52, 1295, 1311, 1930. 
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ebenso wie die Saureosmose ein langsamer, 


Die Quellung ist 
asymptotisch verlautender Vorgang. 
vewahlten Versuchsbedingungen die beiden Vorgange wahrend 48 Stunden 


Es emptiehlt sich daher, unter den 


Theoretisch mub dabei beriicksichtigt werden, dal} mit fort- 
Desgleichen 
mub beachtet werden, dali die Milchsaéure nicht nur die Quellung des Crels 


zu vertolgen. 
schreitender Quellung auch die Solbildung stets zunimmt. 


(Abnahme des Volumens der tiberschichteten Fliissigkeit), sondern auch 
seine Peptisation (Zunahme des Volumens der uberschichteten Fliissigkeit ) 
tordert. 
ginge nur eine verhaltmismaBig geringe Rolle. 
der Quellung entstehende Volumenkontraktion, welche, wie experimentell 


bedenkenlos 


Fir die Eftekte, aut die es hier ankam, spielen aber diese Vor 
Das gleiche gilt fiir die bei 
werden kann. 


nachgewiesen wurde, vernachlassigt 


EintluB der Glyecerinkonzentration. 


In den in den Tabellen I bis TIT wiedergegebenen Versuchen wurde das 
dest 
uberschichtet. 


Gelatinegel mit 0.5 n Lésungen von Milchsaiure in aqua bzw. in 


wasserigen GlycerinlOsungen verschiedener Konzentration 


Tabelle I. 
Milchsaure. 


Grelatinegel. tiberschichtet mit O.5n 


~ Oo 
o (les 





Anzahl cem 





Volumen 


der iiber- gedrungene 


welche 5ecm 


Milchsdure- 


Ein- n1l0 NaOH, Ein- 


gedrungene 


Konzen- 
tration der 


Zeit schichteten Fliissigkeits- der tiber- — Milchsiure- Saure im Gel 
Losung menge schichteten im Gel menge 
Lisung Millimol 
cem lo neutralisiert Millimol 0 je Liter 
0 Min. 59 0 25.0 0 

mm 4 43 14 4.96 19,8 46.4 
30 39 22 9,00 36,0 $1.1 
60 35 30 11,56 46.2 100.5 
120 , 30 40) 14,86 59,4 123.8 
24 Std. 18 64 21,18 84.7 160.4 
48 , 7 86 23,85 95.4 166.8 





Tabelle II. 


Glycerin. 


5°oiges Gelatinegel, tiberschichtet mit 0.5n Milehsaure und 20%, 








Anzahl ecm 


Volumen Ein- n 10 NaOH, Ein- Konzen- 
: der iiber-  gedrungene WeleheScem) Milchséure-— podrungene tration der 
Zeit schichteten Fliissigkeits- der iiber- menge Milehs&ure- Sure im Gel 
Lisung menge schichteten im Gel menge 
Lisung Millimol 
eem 05 neutralisiert Millimol je Liter 
0 Min. 5) 0 25 0 0 0 
» , 44,5 11 22,7 4,80 19,2 45.4 
30 , 41.5 17 20.5 7.98 31,9 73,5 
60. 38.5 23 18.4 10.83 43.3 97.1 
120 . 35 30 17 14.19 56.4 122.6 
24 Std. 25 50 10,7 19.65 78.6 157,2 


10 80 
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Tabelle ILI. 


5° iges Gelatinegel. tiberschichtet mit 0.56n Milchsaure und 60°,, 


Glycerin. 





Anzahl cem 
Volumen Kin- njl0 NaOH, Ein- Konzen- 


oa der iiber- gedrungene welche 5ecm Milchsiure- pedrungene tration det 
Zeit schichteten Fliissigkeits- der iiber- menge Milchséure- Siure im Ge 
Lisung menge schichteten im Gel menge 
Losung Millimol 
9% %% neutralisiert = Millimol 9/9 je Liter 
0 Min. 50 0 25 0 0 0 
i . 48.5 8 22,7 2,9 11,9 29,3 
30. 48 4 20,5 5,3 21,2 52,1 
60, 47,5 5 18,5 7.3 29.5 72 
120 , 46 8 16.4 9,9 39,6 95,5 
24 Std. 40 20 10,7 16,4 65,7 149.5 
48 , 39 40 8 20.1 80,6 168,1 


Die Saiurequellung bewirkt schon nach 10 Minuten ein Eindringen 
von 14°. der iiberschichteten Fliissigkeit, waihrend aqua dest. auch 
nach 48 Stunden nur zu 8°, hineindiffundiert war. 

Bei glycerinfreien Lésungen schreitet die Fliissigkeitsaufnahme 
svmbat der Sfiureosmose fort. Schon 1°, Glycerin iibt aber einen 

wenn auch nur geringen EinfluB auf die Fliissigkeits- und Saure- 
aufnahme aus. Bei Anwendung von 75°, igem Glycerin sinkt die nach 
48 Stunden eingedrungene Fliissigkeitsmenge von 86 auf 26°,. 

Das Glycerin wirkt ganz allgemein sehr stark hemmend auf die Wasser- 
aufnahme, und bei hdheren Konzentrationen fangt die Wasscraufnahnu 
nach 24 Stunden iiberhaupt erst an und ist auch im Endeffekt nur sehr 
gering. 

Was die Resorption der Milchsiure anbetrifft, so ist es zuniichst 
bemerkenswert, daB unabhingig von der Glycerinkonzentration und 
von der dadurch bewirkten Hinderung der Wasseraufnahme die Milch- 
siurekonzentration der iiberschichteten Flissigkeit sich in allen Ver- 
suchen in gleichem Mabe andert. Die in einem gewissen Zeitpunkt sich 
einstellende Konzentration (Spalte 4) ist unabhingig von der Ge- 
schwindigkeit der Flissigkeitsaufnahme durch das Gel und von der 
dadurch entstehenden Volumenverschiebung zwischen den zwei Phasen 
(deren Gesamtvolumen praktisch unverandert bleibt: 100 + 50 

150 cem). Unabhingig davon, ob das Volumen der Milchséurelésung 
nach 24 Stunden 18 oder 48 cem betragt, ist die Anzahl Kubikzentimeter 
nl0 NaOH, welche zur Neutralisation von 5cem der Lésung er- 
forderlich sind, dieselbe und zwar etwa 10,6ccm. Nach 48 Stunden 
sinkt diese Zahl in allen Versuchen auf etwa Scem. Es wird also 
praktisch stets relativ mehr Milchsaéure resorbiert als Wasser, und dic 
Resorption der Milchsiure -— gemessen an der Konzentrationsabnahme 
der iiberschichteten Fliissigkeit ist unabhangig von der Wasser- 
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aufnmahme. Auch wenn durch Glycerinzusatz die Wasseraufnahme 
vollkommen verhindert wird, wenn also die Quellwirkung der Milch- 
siure aufgehoben wird, findet eine gleichmabige Siaureresorption 


statt. Die Gegenwart von Glycerin bewirkt eine im Vergleich zur 
Verhinderung der Wasseraufnahme nur geringe Herabsetzung det 


eindiffundierten Milchsduremenge (vgl. die Spalten 2. und 6). Be- 


rechnet man die Milchsiurekonzentration im Gel (Spalte 7), so. stellt 
man fest, daB dieselbe nach 48 Stunden in allen Fallen’ praktisch 
konstant ist. Bei Zusatz von grofen Glycerinmengen wird also dieselh: 
Milchsdurckonzentration im Gel erreicht, ohne dap dieses durch Aujnahme 
groper Wassermengen in einen hochgradigen Quellungszustand versetat wird. 
Auffallend sind naturgemaB die Unterschiede zwischen der 
auBeren Beschaffenheit der Gele, welche mit Milchséiure allein  iiber- 
schichtet wurden und dem Habitus derjenigen Gele, welche unter dem 
KinfluB8 des Glycerins gestanden haben. Wahrend erstere nicht nur 
voluminés, sondern auch weich sind und leicht zerfallen, sind letztere 
bei gleicher Milchsiurekonzentration fest und elastisch. 


Kinflu8 der Milchsiurekonzentration. 

Zur Verallgemeinerung der gefundenen Resultate war es notwendig, 
die Versuche auch mit anderen Milchsaéurekonzentrationen auszufiihren 
als 0,5 n. 

Innerhalb des untersuchten Konzentrationsbereiches von 0,02 n 
bis 10n nimmt die Quellung mit steigender Séiurekonzentration zu 
Bei derselben Milchsdurckonzentration nimmt aber auch hier die Hemmung 
der Wasseraufnahme mit steigender Glycerinkonzentration zu. 

Aus den Versuchen, in denen gleiche Glycerinkonzentrationen 
angewandt wurden, folgt, da} mit steigender Milchsiurekonzentration 
die quellungshemmende Wirkung des Glycerins abnimmt. Wit wach 
sender Milchsdurekonzentration mups gleichzeitig cine gropere Glycerin 
konzentration gewahlt werden, um denselben quellungshemmenden Ef fekt 
zu erzielen. Die resorbierte Milchsauremenge hangt auch hier nur ver 
haltnismaBig wenig von der Glycerinkonzentration ab. Betrachtet 
man die Zustinde nach 48 Stunden, so stellt man fest, daB, wiihrend 
die Wasseraufnahme durch das Glycerin sehr wesentlich verringert 
wird, die Milchsiurekonzentration im Gel vom Glycerin nicht  beein- 
fluBt wird. 

Kinflu8 der Gelatinekonzentration. 

Als Beispiel fiir Systeme mit héher konzentrierten Gelen wurden 
Versuchsreihen mit 15° iger Gelatine ausgefiihrt. 

Dah mit steigendem Gelatinegehalt die Quellung zunimmt. ist 
bekannt. Die anderen sich ergebenden GesetzmaBigkeiten sind durch 
weg dieselben, wie sie bei den bereits beschriebenen Versuchen beob- 
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achtet wurden. Das Volumen der eingedrungenen Fliissigkeit sinkt 


unter Einwirkung einer 60° igen Glycerinl6sung von 76 auf 27 %,, der 


Anteil der vom Gel resorbierten Milechsaure nur von 93 auf S4 


0° 


Die durchschnittliche Konzentration der Milchsaure im Gel war 


in einigen Ausnahmefillen durch den Glycerinzusatz etwas gesteigert. 


Diffusionsversuche mit Indikatoren. 

Aus der Milchsiurekonzentration der iiberschichteten Fliissigkeit 
und dem Volumen der letzteren konnte die Milchsaiurekonzentration 
im Gel berechnet werden. Es handelt sich aber um Durchschnitts- 
werte, da der Rechnung die Annahme zugrunde lag, da sich die Milch- 
sdure in der Gelatine vollkommen gleichmabig verteilt. Bei den Schalen- 
versuchen konnte ja nur die diffundierte Menge und nicht der Diffusions- 
weg beobachtet werden. Es wurden daher Réhrenversuche angestellt, 
welche den Weg der Milchsiure im Gel sichtbar zu machen gestatteten. 

In gleichweite Réhren von Il mm Durchmesser wurden je 10 cem 
eines 5° igen Gelatinesols gebracht, welches mit einem Indikator (Phenol- 
phthalein oder besser Neutralrot) versetzt worden war. Nach dem FE: 
starren des Sols wurden die Réhren mit 5cem der zu untersuchenden 
Fliissigkeit (LOsung von Milchséure in Wasser bzw. in Glycerinlésungen 
verschiedener Konzentration) tiberschichtet. Die hineindiffundierende 
Lésung machte sich durch den auftretenden Farbenumschlag bemerkbar. 
An der Wanderung der Diffusionsgrenze war der Diffusionsweg bequem 
abzulesen. 

Die Versuche zeigten, daB der Diffusionsweg mit  steigender 
Milchsdiurekonzentration zunimmt. 


Tabelle IV. 


Diffusionsweg von 0,5n Milchsaure (in Millimeter). 





Zeit Big 0 1%o 20 %G 40% 5 60 0 0, 75 Plo 
a Glycerin Glycerin Glycerin Glycerin Glycerin Glycerin 
0 Min. 0 0 0 0 0 0 
30 , 4 4 3 2 2 1 
120 7 6.5 5 4 3 2,5 
24 Std. 12 11 10 9,5 8 6 
48, 26 25 22 21 17 15 


Glycerin bewirkt eine Verkiirzung des Diffusionsweges. Bei gleich- 
bleibender Milchséurekonzentration ist die Wegverkiirzung um so 
groBer, je héher die Glycerinkonzentration gewahlt wird. Letzteres 
ist deshalb bemerkenswert, weil sich bei den Schalenversuchen — un- 
abhangig von der Glycerinkonzentration der tiberschichteten Lésung 
stets die gleiche durchschnittliche Milchséurekonzentration im Gel 
ergeben hatte. Wenn bei der Berechnung eine gleichmaBige Verteilung 
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kt der Saure im Gel angenommen wurde, und die Roéhrenversuche eine 
er Verkiirzung des Diffusionsweges bei Glyceriazusatz ergaben, so folgt 

daraus, daB Glycerin eine Konzentrierung der resorbierten Milchsaure 
ar in den oberen Schichten zur Folge hat. Unter Beriicksichtigung det 
t. Schalenversuche wurde sich also fur die Milchsaureresorption durch 

eine gelartige Membran ergeben, daB die Gegenwart des Glycerins 

nicht nur die im Endeffekt resorbierte Milchsauremenge nicht beein- 
it trachtigt, sondern auf der Resorptionsseite eine héhere Milchsaure- 
n konzentration bewirkt, als bei Glycerinabwesenheit erreicht) werden 
7 wurde. 
’ Versuche iiber die Ursache der Glycerinwirkune. 
- Die in den bisherigen Versuchen beschriebene Wirkung des Glycerins 
s- bei der Osmose von Fliissigkeiten in Gelen kénnte viclleicht auf eine 
t. Erhéhung der Viskositat zuriickgeftihrt werden. Man kann indessen 
1. leicht nachweisen, dab ein spezifischer Einfluf des Glycerins vorliegt. 
Tabelle V gibt einen Schalenversuch wieder, bei welchem lou g 
an] 
|. eines 15° igen Gelatinegels mit 50 cem Glycerin  uberschichtet 
wurden. 
Nn Tabelle \ ° 
Nn 
le 15 °/,iges Gelatinegel tiberschichtet mit 
r. 85° pigem Glycerin 50° ,igem Glycerin 20 igem Glycerin 
° Zeit Volumen Volumen Volumen 

der iiber- Volumen- der tiber- Volumen- ler iiber- Volumer 
> on zunahme ~ yeep ae zunahme rae ee zunahme 
ecm P cem “cm 

0 Min. 5) 0 50 0 50 0) 

10 . 53 6 55 1) 51 2 

30, 58 16 57,5 15 52 4 

60, 62 24 60.0 20 52,5 9 
: 120 , 67 34 63,0 26 53.0 6 

225 . 72.5 45 65.0 30 54.0 S 

24 Std. §2,0 64 68,0 36 52,0 4 

48 . 89.0 60 63,0 26 47.0 = § 

‘: 78,0 56 58.0 16 42.0 16 

9% , 72,0 44 52.0 4 35.0 — 30 

Man erkennt, dab hier das Volumen der iiberschichteten Fliissigkeit 
nicht wie in allen bisherigen Versuchen abnimmt, sondern zunimmt. 
Es findet keine Quellung, sondern eine Exosmose statt. An Stelle der 
Fliissigkeitsaufnahme tritt eine Austrocknung, welche sich auch in det 
) e . ‘ ° 
Beschaffenheit der entstandenen Gelatinemembran bemerkbar macht. 
Vergleichsversuche mit einem 5° ,igen Gel zeigten, wie leicht ver- 
standlich, daB ein 15°,iges Gel das Wasser fester gebunden halt als ein 
5°.iges. Die Exosmose geht daher langsamer vor sich. Wahrend beim 
| 5° igen Gel bereits nach 6 Stunden das Maximumerreicht ist (68 °,, Volumen 
. ‘ a " . . ‘ 
, zunahme), ist dieses beim 15°,igen Gel erst nach 24 Stunden der Fall 
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(64°, Volumenzunahme). Danach beginnt allerdings wieder eine merkliche 
Quellung des Gels in der Glycerinlésung, welche sich in einer allmahlichen 
Abnahme des Fliissigkeitsvolumens deutlich erkennbar macht. 

Verwendet man an Stelle des 100% igen Glycerins nur eine 60- bzw. 
20° ige wasserige Lésung, so kann man die exosmotische Wirkung des 
Glycerins noch deutlicher verfolgen. 

Das Maximum des Fliissigkeitsvolumens liegt bei einem 60 ° igen 
Glycerin nicht mehr so hoch, das Fliissigkeitsvolumen bleibt aber auch 
nach 4 Tagen gréBer als am Anfang. Eine 20°, ige Loésung verursacht 
dageven nur eine verhaltnismaBig geringe Exosmose. und nach 48 Stunden 
beginnt bereits die Quellung, welche nach 4 Tagen betrachtlich wird. 


Die Volumenzunahme der iiberschichteten Flissigkeit haingt somit 
von der Glycerinkonzentration ab. 


Dab das Glycerin in erster Linie infolge seiner .,Hygroskopie™ 
und nicht infolge seiner viskositatserhGhenden Wirkung den beschriebenen 
Effekt hat, kann auch auf anderem Wege nachgewiesen werden. Man 
kann nimlich das Glycerin nicht nur in die fliissige Phase bringen, 
sondern es auch in die Gelphase einbetten. 


Im folgenden werden Versuche wiedergegeben, welche mit ibrigens 
sehr schnell erstarrenden glycerinhaltigen Gelen angestellt) wurden. 


Da die Verhaltnisse, welche bei der Milchsaéureresorption herrschen, bereits 
ausftihrlich besprochen wurden, seien hier aus Raumersparnisgriinden mur 
die Werte fiir die Gesamtfliissigkeitsaufnahme durch das Gel angetiihrt. 


Tabelle VI. 
Gel aus 5° jiger Gelatine und 20° igem Glycerin, iiherschichtet 
mit Wasser. 





Volumen der Ein- Volumen der Eingedrungene 
Zeit iiberschichteten oo Zeit iiberschichteten  Fliissigkeits- 
Lisung keitsmenge Lisung menge 

Min com 0}, Std. eem ( 

0 D0 0 24 36.0 28 
30 46.5 7 48 36,0 30 
60 45.0 10 72 33.5 33 
120 43.5 13 





Tabelle VII. 
Gel aus 5° iger Gelatine und 20°% igem Glycerin, tiberschichtet 
mit 0.5n Milchsaure. 





Volumen der ae Volumen der Eingedrungene 
Zeit iiberschichteten —— Zeit iiberschichteten  Fliissigkeits- 
Lésung keitsmenge Lisung menge 
Min. ecm 9/6 Std. ecm 
0 50 0 24 9.0 &2 
30 39,0 22 48 5,9 90 
60 36,5 27 72 3,0 94 
120 31,0 38 
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Tabelle VIII. 


Gelaus 5°, Gelatineund 60°, Glycerin, tiberschichtet mit Wasser. 





Volumen der Eingedrungene Volumen der Eingedrungene 
Zeit iibersehichteten  Fliissigkeits- Zeit iiberschichteten Flissigkeits 
Fliissigkeit menge Fliissigkeit menge 
Min. eem ar Std. ecm 
0 nO 0 94 YHO 48 
30 43.5 13 48 24,0 52 
69 41.0 1S 72 94.0) 52 
120 39.0 22 





Tabelle IX. 
o 


Gelaus 5°, Gelatine und 60°, Glycerin, tiberschichtet mit O31 


Milcehsaure. 





Volumen der Eingedrungene Volumen der Eingedrungent 
Zeit iiberschichteten  Fliissigkeits- Zeit iiberschichteten Fliissigkeits 
Fliissigkeit menge Fliissigkeit menge 
Min. ecm ( Std. ecm 
0) 50, ) 24 5.0 1) 
30 38.0 24 48 20 OH 
60 35.0 30 72 Od 100 
120 39,0 40 





Die Diffusion in glycerinhaltige Gele geht ausnahmslos  rascher 
vor sich als das Eindringen in rein wisserige Gele derselben Gelatine- 
konzentration. Bei gleichbleibender Glycerinkonzentration geht die 
Wasseraufnahme in dem gelatinereicheren Gel schneller vor sich. 

Aus sdmtlichen Versuchen folgt, dap bei qleicher Gelatinekonzn- 
tration sowohl dic Liffusion ron Wasse r als a uch dit Ke nige ds r Milchsaure - 
losungen durch die Gegenwart von Glycerin im Gel beschleunigt wird, 
und zwar nimmt die Beschleunigqung mit der Glycerinkonzentration des 
Gels zu. 

Es ergibt sich somit cindeutig, dap die Wirkung des Glycerins aut 
seiner Wasseranzichung beruht. 


Versuche mit natiirlichen Membranen, 


M.H. Fischer, der die Wasserbindung im Organismus besonders ein 
gehend untersuchte, fand, daB die an Fibringelen gefundenen Cresetz- 
mabigkeiten auch fiir biologische Gele wie Muskeln, Augen usw. Geltung 
haben und stellte eine Analogie fest zwischen der Wasseradsorption durch 
den Muskel und derjenigen durch Fibrin. Man kénnte also die an einem 
Gelatinegel gemachten Erfahrungen ohne weiteres auf natiirliche Gele 
iibertragen. Zwecks Bestatigung dieser Annahme wurden die am Gelatinegel 
erzielten Ergebnisse an im tierischen Organismus vorkommenden Mem- 
branen nachgepriift. 


Die angewandte Versuchsanordnung welche die Permeabilitat det 
Milchsaéure zu messen gestattete hatte den Vorzug, auch die Unter- 


suchung der Wirkung der Gelatine auf die Milchsauredialyse zu erméglichen 
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Nachdem in den Schalenversuchen die Gelatine (in koagulierter Form) als 
Membran gedient hatte, war es von Interesse, sie einmal in Lésung als 
Zusatzstoff in Solform zu verwenden und ihren EinfluB auf die Dialys« 
von Milchséure durch natiirliche Membrane zu verfolgen. 

Der Dialysierapparat, welcher zu den Untersuchungen diente, bestand 
im wesentlichen aus einem Becherglas, in dem sich 50 ccm aqua dest. 
befanden, und einem darin eintauchenden kalibrierten Glasrohr, an dessen 
unterem Ende die Membran (Schweineblase bzw. Rinderdarm) befestigt 
war. Das Rohr wurde mit 50 cem Fliissigkeit [a) Wasser, b) Milchsaure, 
c) Milehsaéure und Glycerin, d) Milchséaure und Gelatine, e) Milchsaure und 
Glycerin und Gelatine] geftillt und am Becherglas betfestigt. Der versuchs 
fertige Apparat wurde dann in einen Thermostaten von 37% (+ 0,1° 
gebracht. 

Die Messungen sind recht langwierig und die Vorbereitungen erfordern 
groBe Sorgfalt. Da die Versuche nur eine Bekrattigung der bereits et 
kannten GesetzmaBigkeiten zu bieten haben, wird von ihrer ausfiihrlichen 
Wiedergabe abgesehen und in Tabelle X nur einige Messungsergebniss« 
angefiihrt, welche sich auf die Diffusion einer 0,5 n Milchséurel6sung nach 
einer Dialysierdauer von 1'/, Stunden beziehen. Die durchdiffundierte 
Sduremenge wurde durch Titration der im Becherglas betindlichen Gesamt- 
fliissigkeit ermittelt. 


Tabelle X. 





Konzentration des Znusatzes 
Erniedrigung der diffundierten Milchsiuremenge 


Glycerin Gelatine 

10 0 20,7 

20 0 23,9 

30 0 27,7 

40 0 43.1 

65 0 54,6 

0 1 11,5 

0 5 16,6 

40 1 37,2 

20 5 39,3 
Die ausgefiihrten Versuche sind — insbesondere auch in bezug 


auf die Wirkung der Gelatine — noch sehr erginzungsfihig. LImmerhin 
zeigte sich auch bei der Dialyse, da Glycerin die Wasserdiffusion 
hindert. Die Verminderung der Diffusionsgeschwindigkeit wachst mit 
steigendem Glyceringehalt. Die im Endzustand diosmierte Menge 
wird dadurch nicht beeintraichtigt. Bemerkenswert ist, daB auch die 
Gelatinelésungen die Wasserdiffusion hemmen. Hohere Gelatine- 
konzentrationen als 5°, konnten infolge der eintretenden Erstarrung 
nicht verwandt werden. Ein Vergleich der 1°,igen mit der 5°, igen 
Lésung zeigt aber schon, daB die Wirkung mit steigender Konzentration 
gréBer wird. Gelatine spielt also in den Dialysierversuchen dieselbe 
Rolle wie Glycerin. 
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Besprechung der Versuchsergebnisse. 

In Quellungs- Diffusions- und Osmoseversuchen wurde der Einflub 
des Glycerins auf die Resorption von Milchsaurelosungen durch Gele 
und gelartige Membranen untersucht. 

Die Wasseraufnahmefahigkeit der Gele wird durch Glycerin: sehr 
wesentlich gehemmt, und zwar nimmt die Quellung der Gele mit wach- 
sender Konzentration des Glycerins in der Quellflissigkeit ab. Aus 
Versuchen, bei denen das Glycerin einerseits in die zu untersuchende 
Milchsaurelésung., andererseits in das Gel gebracht wurde, folgt  ein- 
deutig, daB die beobachtete Wirkung nicht auf eine Viskositatserhéhung 
zurickzuftihren ist. Es handelt sich vielmehr um eine mit den hygro- 
skopischen Eigenschaften des Glycerins im Zusammenhang stehende 
Exosmose. Da Milchsiure, im Gegensatz zu Glycerin, die Wasserauf- 
nahme des Gels fordert, so muB, will man die Quellung zuriickdrangen, 
bei hohen) Milchsaurekonzentrationen auch der Glycerinzusatz ent- 
sprechend gesteigert werden. 

Aus diesen Beobachtungen diirfte wohl auch der Mediziner mit aller 
Vorsicht den Schlup zichen, dap die siblichen: wasserigen Milchsdure- 
ldsungen storende, vielleicht gewebsschddigende Quellungserscheinungen 
an Haut und Schleimhaut verursachen. Gleichzeitig wird durch dicse Ver- 
suchsrethen die Richtung angedeutet, in der cine optimale Gewebshecin- 
flussung zu suchen ist. 

Bei geringer Milchsaurekonzentration und grober Glycerinkonzen- 
tration iberwiegt die Exosmose, d. h. es tritt eine deutliche Austrocknung 
des Gels in’ Erscheinung. 

Die WMilchsdurere sor plionsfahighe it der Gele wird durch den Glycerin- 
gehalt der Lo6sung nur wenig beeinfluBt. Zwar wird die Saurediffusion 
am Anfang etwas verlangsamt, die Milchsiurekonzentration der dem 
Gel tiberschichteten Lésung nimmt jedoch vollkommen gleichmabig 
ab, unabhangig davon, ob eine rein wiasserige oder cine stark glycerin- 
haltige Milchsiurel6sung vorliegt. Desgleichen zeigte sich. dab die 
im Endeffekt erzielte durchschnittliche Milchsdurekonzentration im 
Geel véllig unabhangig von der Gegenwart bzw. Abwesenheit des 
Glyveerins war. Diffusionsversuche mit Indikatoren, welche eine Ver- 
kiirzung des Diffusionsweges der Milchsdéure durch Glycerin ergaben, 
weisen darauf hin, daB das Glycerin die Milchsdiurekonzentration im 
Gel nicht nur nicht vermindert, sondern an der Membranoberflache 
sogar vergroBert. 

In diesem Zusammenhang sind die von Tomita!, im Kolloidchemischen 
Laboratorium, auf J. Traubes Veranlassung ausgetiihrten Versuche von 
Interesse, in welchen sich zeigte, dal} Essig- und Buttersaure in ein Eigellb 
enthaltendes Albumingel schlechter diffundieren als in ein reines Alburniin 

' Diese Zeitschr. 168, 335, 1924. 
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vel, und dali der Lecithingehalt eines Gelatinegels die Adsorption von stark 
obertlachenaktiven und lecithinloslichen Stoffen wie Caprylsaure und 


Amylalkohol begiinstigt, auf die Resorption von Buttersaure jedoch ohne 


KintluB ist. ..Die Versuche mit einem Crelatine- und Eiweibgel sowie ve 
mischten Losungen von Fettsauren (Essigsaure, Buttersaure) und Kolloiden, 
wie Pepton, Albumin, sauren Farbstoffen usw. fuihrten zu den Ergebnissen, 
dai vermutlich wegen der entgegengesetzten Ladung der WKolloide eine 
Hautbildung stattfand, welche den Durchtritt) der Fettsauren nicht 
beeimtrachtigte, dagegen merkwiirdigerweise die Aufnahme des Wassers 
durch das Gel. also die Quellung, verhindert. Die Haute verhalten sicl 
wie semipermeable Membranen vegentiber dem Wasser." 

Zieht man die besprochenen Versuchsergebnisse in Betracht. 
und erinnert sich ferner, daB auch verdiinnte Gelatinel6sungen eine 
glycerinahniiche Wirkung bei der Dialyse ausiiben, so erkennt man. 
daB es sich hier um eine Reihe von Vorgangen handelt, welche moéglicher- 
weise auf ganz heterogenen Ursachen beruhen. Die Tatsache. dab dic 
Gregenwart des Glycerins in der Losung die Milchsaureresorption nicht 
verhindert, wahrend es die Wasseraufnahme unterbindet. ja sogar 
bei gleichbleibender Milchsaiurekonzentration eine Austrocknung det 
Gele bewirken kann, mubBb nach den verschiedensten Richtungen weiter 
verfolgt werden. Sie bildet nur ein Beispiel fiir eine Reihe von Fragen 
welche den EinfluB wasseranziehender Stoffe auf biologische und andere 
Vorginge betreffen. Die Einbettung von Glycerin im Gel bietet de- 
weiteren einen Weg fiir die willkiirliche Veranderung der Lyophili« 
eines Gels, was sowohl in theoretischer als auch in praktischer Hinsichit 
ausgewertet werden kann, 


Herrn Prot. Dr. 7. Trawvbe. in dessen Laboratorium vorliegende Arbeit 
ausgetiihrt wurde. sei auch an dieser Stelle fii sein treundlches [Interest 
fiir die Arbeit herzlichst gedankt. 
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Beitrag zur Kenntnis von Gelatine. 
(Roéntgenographische Untersuchung an Eiweifstoffen. If.') 


Von 


Kurt Hess und Carl Trogus. 
Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Chemie.) 


(Eingeqanqen am G1. Mdrz 1955.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Kinleitung, 

Die tierischen Bindegewebefasern und Gelatine stehen nach den 
Ergebnissen der réntgenographischen Untersuchung. die wir im wesent- 
lichen Gerngross, Herrmann und Katz verdanken. in einem alnlichen 
Verhaltnis zueinander wie die pflanzlichen Fasern zu den aus den Lése- 
und Abbauvorgangen hervorgehenden  desorganisierten  Praparaten 
z. B. den Dextrinen). In beiden Fallen werden fiir das organisierte 
und desorganisierte Praparat identische Rontgendiagramme beobachtet. 
Diese Identitat fallt auf. weil die Praparate erhebliche Unterschiede 
in anderen Eigenschaften zeigen. Wahrend der réntgenographische 
Vergleich bei der Cellulose infolge der Vielzahl vergleichbarer Derivate 
mit groBer Sicherheit die chemische Identitat des kristallinen Anteils 
beider Praparate folgern laBt. liegen in der Kollagengruppe die Ver- 
haltnisse wesentlich ungiinstiger, weil zum Vergleich von gewohnlicher 
Grelatine z. B. mit Sehnen und Leder nur wenige zuverlassig vermeBbare 
Interferenzen zur Verfiigung stehen. Es war daher ein erheblicher 
Fortschritt, als Aafz und Gerngross zeigen konnten, dal das Réntgen- 
diagramm von Gelatine beim starken Dehnen (400° .) der Gelatine 
in ein Faserdiagramm iibergeht. das mit dem bei gestreckten Sehnen 
heobachteten identisch ist. Die Anderungen der Interferenzen beim 
Dehnen der Gelatine erklirten spater Gerngross, Herrmann und Abit= 
darch die interessante Hypothese vom ..Fransenmicell’. nach der in 
der Gelatine der amorphe Anteil durch das Dehnen dadurch vermindert 
wird, daB sich die Fransen beim Dehnen ahnilich wie die Faden eines 


lL. Mitteilung vgl. diese Zeitschr. 260. 376. 1933. in dieser Abhandlung 
sind beam Druck Abb. la und 2 verwechselt worden. 
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Netzes beim einseitigen Ziehen parallel legen!. Da angenommen wird. 
daB die Fransen miteinander verhakt sind, ist die Parallellagerung 
der Fransen begleitet: von einer Parallellagerung der Rumpfstiicke 
des Micells. Der im Réntgendiagramm zum = Ausdruck kommende 
Unterschied zwischen Kollagen und Gelatine bestande dann in dem 
Unterschied des Verhaltnisses Micellrumpfmasse : Fransenanteil. — Ein 
derartiger Unterschied im Aufbau von Gelatine und Kollagenfasern 
mite bei chemischer Reaktionsweise einen Ausdruck im zeitlichen Reak- 
tionsverlauf finden, wenn man als Reaktionstyp auch fiir die Kollagen- 
micelle den bei Cellulose erwiesenen Reaktionstyp annimmt (micellar- 
heterogene Reaktion, von der Oberflache des Micells netzebenenweise 
nach dem Micellinneren fortschreitend). Da eine derartige Untersuchung 
eine genauere Kenntnis des réntgenographischen Verhaltens des Aus- 
gangsmaterials erfordert, wurden zunachst neben Gelatine Bindegewebe- 
fasern verschiedener Herkunft réntgenographisch untersucht, um eine 
gesicherte Grundlage in bezug auf das Ausgangsmaterial zu gewinnen. 
Wir berichten daher zunachst iiber das Ergebnis dieser Untersuchung 


Uber das Réntgendiagramm der Gelatine. 
s . . es . 
Cherraschenderweise stellte sich zunichst heraus, daB in  un- 
gedehnten Gelatinefilmen im Gegensatz zu der bisherigen Auffassung 
eine héhere Orientierung der Kollagenmicelle vorliegt. Debye-Scherrer- 
Diagramme werden nur beobachtet, wenn die Gelatinefolie senkrecht 





Abb. la Abb. 1b. 
Rontgendiagramm von Gelatine-Folie Rontgenfaserdiagramm von Gelatine- 
(ungedehnt), senkrecht zur Folienebene Folie (ungedehnt!), parallel zur Folien- 
durehstrahilt. ebene durechstrahlt. 


zur Folienebene durchstrahlt wird (Abb. La). In beliebigen Richtungen 
senkrecht dazu (Abb. 1b) wird immer ein gut ausgebildetes Faser- 


' O. Gerngross, K. Herrmann up W. Abitz, diese Zeitschr. 228, 415/416, 
L930, 
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diagramm beobachtet. das mit dem bei gedehnter Gelatine beobachteten 
iibereinstimmt. Daraus folgt, daB die Gelatinefolie eine Faserstruktur 
besitzt, bei der die Faserachse senkrecht zur Folienebene steht. Di 
Textur der Gelatinefolie entspricht demnach der Textur von Hydrat- 
cellulosefolien wie sie z. B. in Cellophan oder Transparit  vorliegen!. 
In Tabelle 1 sind die Interferenzlagen angegeben: daraus errechnet 
sich eine Faserperiode von etwa 10 A®. Die Interferenzlagen stimmen 
innerhalb der MeBgenauigkeit mit den von den friiheren Bearbeitern 


angegebenen Werten tberein. 


Tabelle 1. 


Vergleich der Interferenzen der Zul Kollagengruppe vehorigen 
EKiweibstotte. 





Gelatine* Hausenblase Darmwand Leder** 
Interferenz : Inten- Inten- Inten- 

Intensitat din A situit din A situt dims sitat dina 
A oe a: 11,46 8. st. 11.50 s. st. 11,40 S. st. 11.50 
At m. st. 5,73 sm. st. 5,73 || m. st. 5,82 m. st. 5,82 
1,44 sch. 7.23 sch. 715 sch. 7.25 sch. 7.30 
Is TTT sch. 4,75 sch. 4.60 sch. 4.80 seh. 4,75 
M, N sch. 4,03 sch. 3.94 sch. 3.91 sch. 4,01 
M;s m. st. 2.84 m. st. 2.89 om. st. 2.85 mm. st. 28D 


* Folie parallel durchstrahlt, bei senkrechter Durchstrahlung treten nur Dehye-scherres 
Kreise auf (R,. d 12,04 m. st.), eine breite Schleierung, in der zwei schwache, ansicher ver 


mebbare Intensititsmaxima auftreten (Rg, ¢ = 4,75 A> Ry, d= 3,9 A) und daneben noch e 
scharfer Kreis, der einem Netzebenenabstand von 2,85 A entspricht. 
** Bei Simisch-Leder treten noch zwei scharfe Dehye-Scherrer-Kreise auf (/ 4.05 4 


d == 4,48 A), die bei den iibrigen Priiparaten nicht zu beobachten sind. 
b I 
*** Hauptinterferenz. 
+ Unscharf, die Interferenz ist begleitet von einer Schwirzung, die bis d LSA re 
. 


Daraus Faserperiode berechnet zu 10,1 A. 
+ Unseharf, die Sehwirzung bei A, umfalit noch diese Interferenz. 
S$ Pseudoediatrop, lings des Dehye-Scherrer-Kreises stark verbreitert. 


Der Dehnungsvorgang bei Gelatinefilmen  bewirkt =demnach, 
daB die mit der senkrecht zur Filmebene stehenden Faserachse zusammen 
fallende Kristallitachse des Kollagenmicells um 90° gekippt wird und 
dann mit der Zugrichtung zusammenfallt. Dabei wird vorausgesctzt. 
daB die von Gerngross, Herrmann und Katz veroffentlichten Rontgen 
diagramme gedehnter Gelatine® Aufnahmen darstellen, die senkrecht 
zur Folienebene aufgenommen wurden. 


' Vel. dazu AK. Hess au. C. Trogus, Naturwiss. 08. 437. 1980: Zeitschr. 
f. physik. Chem. (B) 9% 169. 19380. 

2 Berechnet aus der Interferenz 1,. Aus MW, und AW, ergeben sich Werte 
von 8 bis 8.5A fiir die Faserperiode. Da diese Interterenzen sicher pseudo 
diatrop sind, ist die Faserperiode sicher grober als diese Wert. 

3 0). Gerngross u. J. R. Katz, Kolloidzeitschr. 39 ISL. 1926: O. Gerngross, 
kK. Herrmann ue. W. Abitz, lee. 
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Zusammenfassend heben wir hervor, daB die Anderung des Réntgen- 
diagramms ungedehnter Gelatine bei senkrechter Durchstrahlung 
infolge Dehnen nicht auf die Anderungen in der Anordnung des 
.amorphen” Anteils (Fransen) und einer damit gekoppelten Faserung 
der Micelle in der Zugrichtung verursacht ist, sondern in einem wesent- 
lich einfacheren Vorgang besteht. Durch Zug werden die langlich anzu- 
nehmenden Micellen, die in einem zahfliissigen Medium, das im Roéntgen- 
bild nicht zum Ausdruck kommt, eingebettet sind, in der Zugrichtung 
orientiert. Der Dehnungsmechanismus diirfte dem von Eekling und 
Kratky sowie von H. Mark bei Cellulose diskutierten entsprechen. 

Unter der Voraussetzung, dab ahnlich wie bei gut aufgeschlossener 
Cellulose das Reaktionsmedium ungehindert bis zur Micelloberflaiche 
vordringen kann, ist bei gedehnter und ungedehnter Gelatine derselbe 
Reaktionsverlauf zu erwarten wie bei Cellulose. 


Vergleich des Feinbaues der Gelatinemicelle mit dem der Micelle in Binde- 
gewebefasern (Lederhaut, Darmwand und Hausenblase). 

Kin mit dem = Faserdiagramm der Gelatine iibereinstimmendes 

Diagramm zeigen ungezwirnte Dirme, Hausenblase und Leder! In 


Abb. 2 ist das Réntgenfaserdiagramm von trockener Hausenblase 





Abb. 2. Abb. 3. 
Réntgenfaserdiagramm von Hausen- Rontgenfaserdiagramm einer auf- 
blase, parallel zur Blasenwand durch- gedrehten Hammeldarmsaite, senkrecht 

strahlit zur Liingsachse durchstrahlt. 


und in Abb. 3 das Réntgendiagramm einer aufgedrehten Hammeldarm- 
saite? wiedergegeben. Die Darmsaite wurde durch ein- bis zweistiindiges 


1 Uher die Identitét des Roéntgendiagramms von Gelatine, Leder 
und Sehnen haben bereits Gerngross und Katz berichtet (Kolloidzeitschr. 
39. 181, 1926, sowie J. R. Katz, ebenda 40, 333, 1926), 

- Das gleiche Roéntgenbild zeigt medizin. Catgut. 
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Einlegen in Wasser von IS bis 20° aufgeweicht, entdreht und das luft- 
trockene Praparat senkrecht zur Langsrichtung durchstrahlt. Die 
Hausenblasenwand wurde sowohl parallel als auch senkrecht durch- 
strahlt. Bei senkrechter Durchstrahlung wurde meist ein Faserdiagramm 
beobachtet, bei dem die Faserachse schrag zum Réntgenstrahl steht. 
sei Durchstrahlung parallel zur Oberflache wird meist ein aufrechtes 


Faserdiagramm beobachtet!. In Abb. 4 ist das Réntgendiagramm 
von sdmisch gegerbtem Leder wiedergegeben. In Tabelle 1 ist) das 
Vermessungsergebnis dieser Roéntgendiagramme — zusammengestellt. 


Danach besitzen Hausenblase und Darmwand das fiir die Kollagen- 
gruppe charakteristische Faserréntgenogramm. 





Abb. 4 


Rontgenfaserdiagramm von simisch gegerbtem Leder (feucht schwach gedehut und getros 


parallel zur Lederfliche durchstrahlt 


Zusammentassung und Folgerungen. 


Gelatinefolien zeigen im ungedehnten Zustande eine Fasertextur. 
bei der die Faserachse senkrecht zur Folienebene steht. Die hier- 
bei mit der Faserachse zusammenfallende Kristallrichtung ist) mit 
der Kristallrichtung identisch, die bei gedehnten Folien mit det 
Faserachse (Dehnungsrichtung) zusammenfiillt. 

Bei der Beurteilung der Diagramme der verschiedenen zur Kollagen- 
gruppe zu rechnenden Praparate mub in’ Betracht gezogen werden, 
daB es sich bei allen untersuchten Praparaten um Diagramme mit ver- 
haltnismaBig unscharfen Interferenzen handelt. Unscharfe Interferenzen 
treten auf bei extrem kleinen Kristalliten oder bei stark gestértem 
Gitterbau. Bei Cellulosefasern zeigen besonders die rohen natirlichen 
Fasern auffallend unscharfe Interferenzen, die sich in dem Mabe ver- 
scharfen, in dem die Nichtcellulosestoffe durch Reinigungsoperationen 

' Die Hausenblasenwand zeigt eine schon makroskopisch erkennbare 
Faserung. die sich besonders beim ZerreiBen zu erkennen gibt. 
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entfernt werden. Da es sich bei den bisher untersuchten kollagen- 
haltigen Materialien um = ungereinigte Rohpraparate handelt, ist) es 
moglich, daB die unscharfen Diagramme auch auf die natiirlichen 
Nichtkollagenbestandteile zuriickzufiihren sind. Es ist daher zu_er- 
warten, dal} die Diagramme im Verlaufe von Reinigungsoperationen 
scharfer werden. Andererseits haben die Untersuchungen an Cellulose- 
derivaten gelehrt, daB unscharfe Diagramme auch bei reinen Praparaten 
auftreten, wenn entsprechende  Abscheidungsbedingungen — gewahilt 
werden. Da fiir eine Auswertung der Kollagendiagramme eine wesentliche 
Verscharfung der Interferenzen erwiinscht ist, bedarf diese Frage eine 
besondere Aufmerksamkeit. SchlieBlich ist bemerkenswert, dab nach 
den Réntgenbefunden auch das Darmwandgewebe zur Kollagen- 
gruppe gehért. Die Untersuchung wird fortgefiihrt. 
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Uber Phosphorylierung und Dephosphorylierung. 
Bildung der natiirlichen Hexosemonophosphorsiure aus 
ihren Komponenten. 


Von 
K. Lohmann. 


(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fin 


medizinische Forschung, Heidelberg. ) 
(Eingegangen am 31, Mdrz 1955.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Bei der fermentativen Aufspaltung von Glykogen und Hexose- 
phosphorsiureestern im Muskelextrakt in Milchsaiure wird um so weniger 
Mg benétigt, je stirker das Substrat phosphoryliert ist!. Die von /rdt- 
mann* gefundene Aktivierung der Nierenphosphatase durch Mg ist also 
nicht ohne weiteres in Beziehung zu setzen zu dessen Wirkung auf die 
Milchsaurebildung und die alkoholische Garung. Wesentlich erscheint. 
daB das Mg bei der Milchséurebildung stets nur zusammen mit Adenyl- 
pyrophosphat wirkt, da keiner dieser zum Co-Fermentsystem der 
Milchsiurebildung geh6renden Substanzen eine beherrschende Stelling 
zugeschrieben werden kann. Im Gegensatz hierzu steht die Annahme 
von Nilsson®, wonach die ,,Co-Zymase** bei der Milchsiurebildung 
und alkoholischen Girung erst in die spiteren Stufen des Abbaues, 
bei den Oxydoreduktionen, eingreift, daB also auch ohne .,Co-Zymase" 
eine Phosphorylierung stattfindet. Spater, nachdem die Bedeutung 
des Mg fiir die Milchsiurebildung und alkoholische Garung erkannt 
war, stellte Huler* fest, daB bei der alkoholischen Girung nur eine 


1 Lohmann, diese Zeitschr. 241, 50, 1931. 

2 Erdtmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 172, 182, 1927; 177, 211, 
231, 1928. 

3 Nilsson, Ark. Kemi, Mineral och Geol. 10, A, Nr. 7, 40, 1930, diese 
Zeitschr. 258, 198, 1933. 

4 Euler, Nilsson u. Auhagen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 200, 1, 1931. 
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Phosphorylierung in Gegenwart von Mg erfolgt, so daB danach das Mg 
das Co-Ferment der Phosphorylierung ware. Doch ergibt sich aus unseren 
Versuchen, daB Mg beim milchsaurebildenden Ferment allein zu 
Phosphorylierung auch in Gegenwart von Fluorid nicht ausreicht 
Zwar ist in einem kiirzere Zeit inaktivierten Extrakt, der zur Milchsaure- 
bildung nicht mehr fahig ist, eine Phosphorylierung festzustellen, 
in einem dialysierten Extrakt erfolgt diese weder mit Mg allein noch mit 
Adenylpyrophosphorsaure, sondern erst mit beiden zusammen!. Hier- 


iiber hinaus war der Verlauf der Dephosphoryvlierung verschiedener 


P-Verbindungen, insbesondere der Hexosephosphorsaureester in Muskel- 
extrakt in Gegenwart der einzelnen Bestandteile des Co- Fermentsystems 
zu untersuchen. Fiir die Aufspaltung von Hexosediphosphat in Abhangig- 
keit vom Mg-Gehalt liegt ein Versuch von Erdtmann (1. c.) vor, der mit 
Nierenphosphatase eine Steigerung der Spaltung durch Mg fand. In 
dialysiertem Muskelextrakt wurde nun gefunden, daB in Abwesenheit 
von Adenylpyrophosphat und Mg das zugesetzte Hexosediphosphat 
nicht dephosphoryliert, mit Mg allein aber eine Phosphorsauregruppe 
abgespalten wird. Der resultierende Ester war Embdenscher Hexose- 
monophosphorsaureester. 

Die Bildung des kmbden-Esters aus dem Di-Ester erfolgt offenbar 
auf dem Wege iiber den Neubergschen Keto-Hexosemonophosphor- 
siureester. Dieser wird im Muskelextrakt mit ungewoOhnlich groBer 
Geschwindigkeit in wenigen Sekunden bei Zimmertemperatur 
in die Embdensche Hexosemonophosphorsiure umgelagert. Hierbei 
entsteht dasselbe Estergemisch, wie es im Embden- und Robison- 
Ester vorliegt, das zu rund *, bis 4/5 aus der Aldoform, im tibrigen 
aus der Ketoform  besteht?. Dieses Gleichgewicht wird erreicht 
ob man von der reinen Ketoform (Veuwberg-Ester) oder von einem 
Embden-Ester ausgeht, in dem durch vorhergehende Hydrolys« 
mit Sauren die Ketoform zerstért ist. Es ware noch zu_priifen 
ob der von Robison*® aus garenden Hefepraparaten _ isolierte 
Mannosemonophosphorsaureester ebenfalls diese teilweise Umlagerung 
erfabrt. 

Eine Dephosphorylierung des Embden-Esters durch das milchsaure- 
bildende Ferment + Mg ist unter Versuchsbedingungen, die mit der 
Geschwindigkeit der Milchsaurebildung vergleichbar sind, also einige 
Stunden bei 20°, nicht erkennbar. Der Angriff des Mg-haltigen milch- 
siurebildenden Ferments auf diesen Ester wird in Gegenwart von 
Adenylpyrophosphat also vollstandig verandert. 


1 Val. Lohmann, diese Zeitschr. 241, 52, 1931. 
> Meyerhof u. Lohmann, ebenda 185, 113, 1927. 
3 Robison, Biochem. J. 26, 2191, 1933. 
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Das Mg wirkt nicht in allen Fallen als Phosphataseaktivator, 
wie schon am Beispiel des Embden-Esters gezeigt ist. Nach Barrenscheen! 
wird im Leberextrakt die Dephosphorylierung der Adenylpyrophosphor- 
siure durch Mg sogar etwas gehemmt. Im dialysierten Muskelextrakt 
war Mg-Zusatz auf die Aufspaltung von Adenylpyrophosphat ohne 
merklichen EinfluB. Im Gegensatz zur Adenylpyrophosphorsaure 
erfolgt dagegen die Aufspaltung von anorganischer Pyrophosphorsaure 
nur in Gegenwart von Mg. Schon Jacobsen hatte gefunden, dab in 
Leberextrakt Adenylpyrophosphorsaure gespalten wird, dagegen nicht 
anorganische Pyrophosphorsaure. Dies Verhalten des Leberextraktes, 
das auf seinem geringen Magnesiumgehalt beruht, gibt die Méglichkeit 
in die Hand, auf fermentativem Wege zwischen dem Vorliegen det 
organischen ,,Pyrophosphatfraktion’’ und anorganischer Pyrophosphor- 
siure zu unterscheiden. Die Unterscheidung kann noch scharfer durch 
Verwendung eines stark verdiinnten Leberextraktes getroffen werden, 
der nach Mg-Zusatz nur noch anorganische Pyrophosphorsaure auf- 
zuspalten vermag. 


Zu dem Mechanismus der Mg-Wirkung als Phosphataseaktivator 
ist von Erdtmann (I. c.) fiir den Fall der Nieren-Glycerophosphatase an- 
genommen, da} die Affinitat zwischen der Enzym-Aktivator -Verbindung 
und dem Phosphat klein oder gleich Null sein soll, daB das Enzym 
allein von Phosphat starker gehemmt wird als der Enzym-Aktivator- 
Komplex. In unseren Versuchen mit anorganischem Pyrophosphat 
ergibt sich aber eine andere Deutung: denn die Pyrophosphataufspaltung 
erfolgt nur in Gegenwart von Mg, was fiir die Nieren-Glycerophosphatase 
nicht der Fall ist. Bei maximaler Mg-Aktivierung verliuft die Pyro- 
phosphataufspaltung der Zeit proportional, der Umsatz entspricht 
einer linearen Funktion. Diese maximale Aktivierung ist erreicht, wenn 
das Aquivalenzverhaltnis von 2 Mg zu 1 P,O, gleich 1 oder gréBer als 1 
ist. Bei untermaximaler Aktivierung wird dagegen ein anderer, ein 
zur Zeitachse konvexer Kurvenverlauf erhalten, da dann infolge fort- 
schreitender Pyrophosphataufspaltung die Mg-Aktivierung allmahlich 
maximal wird und der Umsatz (fiir den Fall gleichbleibender \Wirksam- 
keit des Ferments selbst) ansteigt. 

Normalerweise verliuft die Pyrophosphatspaltung also der Zeit pro- 
portional. Dieselbe lineare Funktion ist schon friiher fiir eine andere nur 
in Gegenwart eines Co-Ferments ablaufende Reaktion gefunden, fiir die 
enzymatische Umwandlung von synthetischem Methylglyoxal in Milch 
siure mit Glutathion*®. Hier liegt wahrscheinlich ein etwas anderer Mecha- 


' Barrenscheen u. Lang, diese Zeitschr. 253, 395, 1932. 
° Jacobsen, ebenda 242, 292, 1931. 
3 Lohmann, ebenda 254, 332, 1932. 
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nismus vor, da Glutathion- und Methylglyoxalkonzentration nicht in so 
einfacher Beziehung zueinander stehen wie Mg- und Pyrophosphat- 
konzentration. 


Es bleibt zu priifen, wieweit noch andere nur in Gegenwart eines 
Co-Ferments ablautende Fermentreaktionen diesen linearen Verlauf zeigen. 
Die Milchsaéurebildung und die alkoholische Gaéarung scheinen in ihren 
einzelnen Phasen, besonders der ersten schnellen Periode. diesem Verlaut 
weitgehend zu entsprechen, wenn hier auch eine eindeutige Aussage wegen 
der Kompliziertheit des Vorganges noch nicht gemacht werden kann. 


a) Phosphorylierung. 


In Bestatigung der Versuche mit Muskeltrockenpulver von Nilsson 
vermag ein Muskelextrakt, der durch zwei- bis vierstiindiges Stehen bei 
Zimmertemperatur inaktiviert ist, zugesetztes Glykogen in geringem Ausmal 
zu phosphorylieren, obwohl er glykolytisch unwiksam ist. Wird der 
Extrakt aber durch Dialyse gereinigt, so wird kein Phosphat, auch nach 
Zusatz von Mg und Fluorid verestert. Das Unvermégen des milchsiéure- 
bildenden Ferments + Mg zur Phosphorylierung in dialysiertem Extrakt 
nach Zusatz von Glykogen ist leicht reproduzierbar. Dagegen ist der 
Nachweis schwieriger zu fiihren, daB auch Adenylpyrophosphat ohne Zusatz 
von Mg unwirksam ist, da es nur schwer gelingt, worauf schon friiher hin- 
gewiesen ist', die letzten Reste des Mg aus dem Extrakt zu entfernen. 
In der Mehrzahl der Versuche wurde nun gefunden, dai mit auffalliger 
Konstanz in dialysierten Extrakten das leicht hydrolysierbare Phosphat 
des zugesetzten Adenylpyrophosphats verestert wurde, auch wenn keine 
Milchsaéurebildung statthatte. Hier liegt also ein typischer Fall von Um- 
esterung vor. 


In dem in Tabelle | wiedergegebenen Versuch mit einem 3. bzw. 
5 Stunden dialysierten Extrakt verschwindet nach Zusatz von Glykogen 
Mg + Fluorid kein Phosphat, der Mg-haltige Extrakt vermag also 
nicht zu phosphorylieren. Mit Glykogen + Adenylpyrophosphat findet 
im Extrakt a (3 Stunden dialysiert) vollstandige Umesterung des zu- 
gesetzten Adenylpyrophosphats statt (Versuch 8), dagegen nicht mehr 
in dem 5 Stunden dialysierten Extrakt b. Erst nach Zusatz von Mg erfolgt 
auch hier eine starkere Veresterung. In beiden Extrakten ist die Fahigkeit 
zur Bildung von Milchséure aus Glykogen nach Komplettierung des Co- 
Fermentsystems erhalten. 


Dieselbe Wirkung wie durch Dialyse erreicht man durch Inaktivierung, 
entweder 12 Stunden bei Zimmertemperatur oder durch 30 Minuten langes 
Erwirmen aut 37°. 


b) Dephosphorylierung der Hexosediphosphorsiure. 


In einem dialysierten (Mg-armen) Froschmuskelextrakt wird aus 
Hexosediphosphat kein Phosphat abgespalten, der Ester aber zu einem 
kleinen Teil in eine Verbindung umgewandelt, die schwerer in heiBen Sauren 
hydrolysierbar ist als der Harden-Young-Ester. Hier entsteht offenbar 


1 Lohmann, diese Zeitschr. 237, 445, 1931. 
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der triiher beschriebene Ester II, dessen Bildung in schlecht wirksamen 
oder verdiinnten Extrakten erfolgt'. Nach Zusatz von MgCl, zum 
dialysierten Extrakt wird nun eim Molekiil anorganisches Phosphat 
abgespalten. Der resultierende Ester ist aber nicht der Neuberg-Ester. 
wie er bei der partiellen Hydrolyse des Harden-Young-Esters mit Sauren 
entsteht, sondern, wie der Verlauf der Hydrolysenkurve und die Analys+- 
der isolierten Verbindung ergibt, der Embden-Ester. 


Der Versuch in Tabelle Ii zeigt, dab nach spatestens 60 Minuten 
bei 20 und 28° in Gegenwart von Mg ungefahr die Halfte des Phosphat~ 
abgespalten ist, dessen Menge auch nach langerer Inkubation (180 Minuten) 
nicht vermehrt wird. Nach den Werten fiir die 180-Minuten-Hydrolys: 
bildet sich etwa in demselben Mabe, wie Phosphat abgespalten wird, ein 
schwerer hydrolysierbarer Ester (Embden-Ester). In Abwesenheit von My 
findet nur eine sehr geringe Dephosphorylierung statt, wobei allmahlich 
zunehmend der Ester I] zu entstehen scheint. 


Die Geschwindigkeit der partiellen Hexosediphosphat-dephosphory- 
lierung schwankt in weiten Grenzen. In manchen Extrakten (Frosch- wie 
Kaninchenmuskelextrakten) wurde iiberhaupt keine Dephosphorylierung 
gefunden, Obgleich sich der Extrakt nach Zusatz von Adenylpyrophosphat 
als glykolytisch gut wirksam erwies. In anderen Extrakten stand dik 
Geschwindigkeit der milchséurefreien Dephosphorylierung nicht viel 
hinter der in Gegenwart von Adenytpyrophosphat verlaufenden zuriick. 
Zumeist war die letztere aber schneller. GroBe Unterschiede findet man 
immer bei sehr geringen Mg-Konzentrationen. Ein Zusammenhang zwischen 
Dephosphorylierungsvermégen und Glykolysefaihigkeit hat sich nicht 
erkennen lassen. 


Isolierung des Esters. 250mg gereinigtes Ba-Hexosediphosphat 
wurden nach Umsatz mit K,S QO, in 10 cem Lésung zu 25 cem inaktiviertem 
Froschmuskelextrakt gegeben, der 0,26°, Bicarbonat enthielt. Nach 


zweistiindiger Einwirkung bei 20° wurde mit Trichloressigsiure enteiweibt, 
die filtrierte Lésung mit Baryt neutralisiert, die Lésung mit Alkohol gefallt. 
aus dem Niederschlag N-haltige Verbindungen mit Hg-Acetat entfernt 
und das wasserlésliche Ba-Salz mehrmals aus der wasserigen L6ésung mit 
Alkohol umgefallt. 


[|p der freien Saure war + 29,19(« = 0,509; / 200 mm; ¢ 0,86 °,,). 
Nach dreistiindiger Hydrolyse des Salzes in n HCl bei 100° wurden 28 °, 
des gesamten P abgespalten. 


Der Ester wurde von einem inaktivierten Froschmuskelextrakt nach 
Zusatz von Adenylpyrophosphat vollstandig in Milchséure aufgespalten 


2.0 cem Extraktgemisch + 0,8 cem Zusatze ergaben ohne Substrat 2,35 mez 


Milchséure, mit Ester (mit 0,567mg P.O, = 1.44 mg Hexose) 3,89 mg; 


zugebildet waren also 1.49 mg Milchsaéure. 


1 Lipmann u. Lohmann, diese Zeitschr. 222, 389, 1930. Die in Wasse1 
leicht lésliche Ba-Salzkomponente ist Glycerinphosphorséure; sie gibt 
ebenso wie die entsprechende mit Fluorid oder Oxalat entstehende Ver 
bindung die Glycerinreaktionen nach Zeisel, Denigés (vgl. Embden, Deutick 
u. Kraft, Klin. Wochenschr. 12, 213, 1933; Meyerhof u. Kiessling, Naturwiss. 
21, 223, 1933). 
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¢) Bildung des Gleichgewichtsesters (Embden-Esters) 
aus seinen Komponenten. 

Die Erklirung fiir die Erscheinung, daB gleichzeitig mit der De- 
phosphorylierung die Menge des nach 180 Minuten langer Hydrolyse 
in n HCI bei 100° abspaltbaren Phosphats abnimmt, liegt darin, dal 
Neuberg-Ester, zu einem Muskelextrakt zugesetzt, mit ungewéhnlich 
grober Geschwindigkeit in den Embden-Ester umgewandelt wird. Dic 
Geschwindigkeit ist um das Einhundert- bis Mehrhundertfache gréBer 
als die vollstindige Aufspaltung in Milchsiure auch unter optimalen 
Bedingungen. Die Umwandlung erfolgt in inaktiviertem wie dialy- 
siertem Extrakt, sie ist unabhangig von Mg und ist durch m 5000 Jod- 
essigsiiure und n 100 Fluorid nicht vergiftbar. 

Tabelle LI] gibt einen Versuch wieder, wo in einem dialysierten Extrakt 
schon nach 10 Sekunden die Umwandlung beendet war. Auch nach 45 Mi- 
nuten langer Einwirkung war in diesem Versuch wie auch in anderen mit 
oder ohne Mg kein Phosphat abgespalten. Zugesetzter Hmbden-Ester wird 
nicht verandert. 

Tabelle III. 
Umwandlung von Neuberg-Ester in den Embden-Ester. 


Extraktgemisch: 20cem  Froschmuskelextrakt (3!/. Stunden dialysiert ) 


0,3. com m,; LO Phosphat, py 7.4 + 1,5c¢em 5 °%oiges Bicarbonat + 5,0 com 
Wasser; Extraktgemisch mit 5°, CO, in N, durchleitet. Pro Versuchs 
ansatz 1l5cem Extraktgemisch + 0.7 cem = Zusiatze (Newberg-Ester mit 


0.70 mg P,O;, MgCl, mit 0.2 mg Mg). 





Ohne Mg-Zusatz Mit Mg-Zusatz 
Zunahme Zunahme 
Inkubations- mg P20; gefunden des mg P20, gefunden des 
zeit schwer- schwer- 
_ Mir hydrolysier- is ‘ ; ” hydrolysier 
—_ 80 Min. baren P died 80 Min baren P 
direkt Hydrolyse | in aa P, 0 lirekt Hydrolyse | in me PO 
0 1,24 1,85 - 
10” 1,24 1,51 0,34 1,24 1,52 0,33 
30" 1,24 1,59 0.35 1,24 1,50 0,35 
g0”’ 1,25 1,50 0,35 1,24 1,52 0,33 
5’ 1,24 1,51 0,34 1,24 1,51 0.34 
15’ 1,25 1,49 0.36 1,24 1.51 0,34 
45’ 1,24 1,51 0,34 1,24 1,59 0,33 


Wie Muskelextrakt wandeln auch andere tierische und pflanzliche 
Zellextrakte den Neuberg-Ester in den Embden-Ester um. Die Reaktion 
ist hier nur mit der Hydrolysenmethode untersucht worden, und zwar bei 
ausgewaschener Trockenhefe sowie Extrakten von Herz, Hirn, Niere, 
Leber. Die Trockenhefe (Schultheiss-Patzenhofer) war uns im Oktober 1930 
von Herrn Prof. C. Neuberg zur Vertfiigung gestellt. In den ausgewaschenen 
Fermentpraparaten, die auch nach Kochsaftzusatz nicht gérwirksam 
waren, war die Umwandlung bei 20° nach spitestens 10 Minuten hei 20° 
beendet. Ein Mg-Zusatz war in allen Fallen iiberfliissig. Ein Praparat 
von Takadiastase zeigte dies Vermégen nicht. 
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Schon friiher haben Newberg und Leibowitz! das bei tagelanger Ejin- 
wirkung von autolysierten Zellen auf Hexosediphosphat entstehende 
Reaktionsprodukt untersucht und dabei einen Monophosphorsaureester 


erhalten, der bei Pferdeniere eine [«|p von +- 23.1° bei Takadiastase von 
+ 4,5° zeigte, bei frischer Oberhete (-+ Chloroform) dagegen nur eine [x]p 
von + 5,1 bis + 10,6°, was auf eine vorwiegende Bildung des Neuberg- 
Esters schlieBen labt. 

Tsolierung des Embden-Esters. 800 mg Ba-Salz des Newberg-Esters 


wurden in 20 cem Lésung nach Umsatz mit K,SO, zu 50 cem inaktiviertem 
Froschmuskelextrakt gegeben und der Ansatz nach 30 Minuten mit Tri- 
chloressigsiure enteiweibt. Die Aufarbeitung erfolgte wie bei Hexose- 
diphosphat (S. 142) angegeben. Ausbeute 480 mg Ba-Salz. 


Optische Drehung. [Neuberg-Ester (treie Saéure): [a|p 1,2° 
(x + 0.0209: ] 200 mm; c = 0,92 °,).] 

Embden-Gleichgewichtsester : | x |p = + 26,99 («= +0,495°; 1 = 200mm; 
c = 0,92%). 


Hydrolysierbarkeit in n HC] bei 100° in 180 Minuten. Neuberg- 
Ester: 88 %. 

Embden-Gleichgewichtsester: 29,5 5. 

Reduktionskraft nach Hagedorn-Jensen: Neuberg-Ester: Eine Loésung 
mit 0,456 mg P,O; 1,16 mg Hexose entsprach 2,56 cem n/100 Thiosulfat 

0.96 mg Hexose. Reduktionskraft 83 %. 
Embden-Gleichgewichtsester : Eine Lésung mit 0,456mg P,O; 
1,16 mg Hexose entsprach 2,51 ccm n/100 Thiosulfat 0.94 mg Hexose. 
Reduktionskraft 81% ; 

Reduktionskraft nach Wéllstdtter-Schudel. Neuberg-Ester: 1.0 cem 
der Losung mit 2,51 mg P,O; 6.35 mg Hexose blieben mit 10,0 cem 
n/100 Jod + 2,5cem n/10 NaOH 30 Minuten stehen. Verbrauch 0,43 cem 
n/100 Thiosulfat 0.39 mg Aldose. Reduktionskraft = 6,2). 

Embden-Gleichgewichtsester: Eine Losung mit 2,51 mg P,O; = 6.35 mg 
Hexose entsprach 4,46 ccm n/100 Thiosulfat 4,06 mg Aldose. Reduktions- 
kraft 64,0 °. 

Glykolytische Aufspaltung in inaktiviertem  Froschmuskelextrakt 
(2,.0cem + 0,8cem Zusaétze nach 2 Stunden bei 20°) mit Adenylpyro- 
phosphat. 

Neuberg-Ester: Zubildung 1.32 mg Milchséure, zugesetzt 0,548 mg 
Ester-P,O, = 1.36 mg Hexose. 

Embden-(Gleichgewichts-) Ester: Zubildung 1,88 mg Milehsaéure. zu- 
gesetzt 0.710mg_ Ester-P,O; 1.80 mg Hexose. 

Der Vergleich zwischen den Eigenschaften des Neuberg-Esters und 
des aus ihm gebildeten Embden-(Gleichgewichts-)Esters zeigt die charak- 
teristischen Unterschiede zwischen den beiden Verbindungen, wie sie 
friiher beschrieben sind?: Die schwerere Hydrolysierbarkeit des Embden- 
Esters, die gleiche Reduktionskraft bei einer Zuckerbestimmung, 
bei der sowohl Aldosen wie Ketosen nachgewiesen werden, aber die gréBere 
gegeniiber Hypojodit, das nur mit Aldosen reagiert, und schlieBlich 
die héhere optische Aktivitat. 


1 Newberg u. Leibowitz, diese Zeitschr. 187, 481, 1927; 191, 450, 456, 1927. 
2 Meyerhof u. Lohmann, ebenda 185, 113, 1927. 
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Wie die Analyse des aus dem Neuberg-Ester erhaltenen Embden-Esters 
ergibt, bildet sich auch hier ebenso wie im intakten Muske! ein Estergemisch 
mit einer Aldo- und einer Ketokomponente. Es war noch zu untersuchen, 
ob diese Form ein ,.Gleichgewichtsester’* ist, der sich sowohl bildet. wenn 
man von der reinen bzw. tiberwiegenden Ketoform wie von der Aldoftorm 
ausgeht. Zur Darstellung der Aldoform wurden 0,5 g Ba-Salz des Embden- 
Esters in 25cem n HCl 3 Stunden im siedenden Wasserbad erhitzt, das 
Ba-Salz mehrmals aus neutraler wasseriger Lésung mit Alkohol umgefallt 
und mit Tierkohle vollends entfarbt. Ausbeute 0.22 ¢ Ba-Salz. Wahrend 
beim Neuberg-Ester der P-Wert nach dreistiindiger Saurehydrolyse infolge 
Bildung des schwerer hydrolysierbaren Embden-Esters bei der Inkubation 
mit Muskelextrakt abnimmt, nimmt er vom Aldohexosemonophosphor- 
saureester ausgehend zu. In dem Versuch (Tabelle V) wurde | cem Extrakt- 
gemisch mit 0.5 cem Aldohexosemonophosphorséureester mit 0,79 mg P,O; 
versetzt. Nach dreistiindiger Hydrolyse wurden bei der Inkubationszeit 
Null 0.09mg P,O, abgespalten 11°, nach 10 Sekunden’ Inkubation 
0.19 mg 24°. nach spitestens 30 Sekunden ist das Gleichgewicht mit 
rund 30°, Aufspaltung erreicht. 

Tabelle V. 
Umwandlung des Aldohexosemonophosphorsadureesters in den 
Embden-(Gleichgewichts-)Ester durch inaktivierten Frosch- 
muskelextrakt (2 Stunden bei 26° und 45 Stunden bei ® 
inaktiviert). 


Versuchsansatze wie fiir Tabelle ITT. 





mg P.O; gefunden Vom zugesetzten Ester nach 3 stiindiger 
Inkubationszeit sili Hydrolyse aufgespalten 


direkt 180 Min. Hydrolyse mg P20; Vo 

0 0.96 1,05 0,09 11 
10” 0,96 1,15 O19 24 
30" 0,97 1,22 0,25 32 
4 0,96 1,19 0,23 29 
y 0,97 1,20 0,25 29 
5’ 0,97 1,20 0,23 29 
10’ 0,97 1,21 0,24 30 
30’ 0.97 1,20 0,23 29 


d) Enzymatische Aufspaltung von anorganischem Pyrophosphat. 


Daf anorganisches Pyrophosphat durch Muskelextrakt zu Phosphat 
aufgespalten und nach Eingabe per os als solches ausgeschieden wird, ist 
friiher gezeigt'. Weitere Untersuchungen wurden von Aay? mit anderen 
Geweben ausgefiihrt, sowie von Jacobsen (l.c.), wonach Leberextrakt 
wohl Adenylpyrophosphorséure spalten kann, aber nicht Pyrophosphor- 
siure. Jacobsen schloB hieraus auf eine Verschiedenheit des wirksamen 
Ferments. 

Die enzymatische Aufspaltung von Pyrophosphorséure hiingt nun 
stark vom Mg-Gehalt ab, so daB die Annahme einer Verschiedenheit der 

' Lohmann, diese Zeitschr. 203, 172, 1928. 

2 Kay. J. of biol. Chem. 89%, 235, 1930. 
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beiden Fermente nicht zwingend erscheint, da wir nicht wissen, in welche 
Weise das Mg wirkt. Leberextrakt, der an sich nur wenig Mg enthalt. 
vollbringt die Aufspaltung nach Mg-Zusatz mit groBer Geschwindigkeit. 
Ein Leberextrakt, aus 1 Teil Leber und 2 Teilen Wasser hergestellt, und 
mit Acetatpuffer vom gréBten Teil des EiweiBes befreit!, ist z. B. fiir sich 
unwirksam, vermag aber pro Kubikzentimeter Extrakt nach Zusatz von 
Mg 1.0 mg Pyrophosphat-P,O; in weniger als 10 Minuten bei 20° voll 
standig umzusetzen. Zum Verfolgen des Umsatzes wurde dieser ,,.kon- 
zentrierte’’ Extrakt auf das 20- bis 40fache mit destilliertem Wasser ver- 
diinnt. 

Der Reaktionsverlauf der Pyrophosphatspaltung ist besonderer Art. 
In 2cem auf das Doppelte verdiinnten Muskelextraktes werden z. B. 1,0 mg 
Pyrophosphat-P,O, mit zunehmender Geschwindigkeit aufgespalten. In 
Abb. 1 ist der Verlauf der Aufspaltung in einem bicarbonatalkalischen 
Extrakt wiedergegeben, dessen pq durch Einleiten von N, mit 0, 5, 35. 
65% CO, bzw. 100° CO, zwischen py etwa 8 und 6,2 variiert war. Mit 
steigender Aziditat fallt die Geschwindigkeit des Umsatzes ab, wobei bei 
pu 6.2 der Reaktionsverlauf nahezu linear ist. Bei pq 8 sind dagegen z. B. 
nach 10 Minuten bei 20° 29°) aufgespalten, nach 20 Minuten schon 78 °%,. 
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. Abb. 1. 

Abhingigkeit der Aufspaltung von anorganischem Pyrophosphat in inaktiviertem bicarbonat- 
alkalischen Muskelextrakt von der [H’‘| (variiert durch Einleiten verschiedener C O.-N.-Gemische 
zwischen py 8 und 6,2). 

Bicarbonatkonzentration 0,26 9. Temperatur 20°. 








Kurve (——© in Ng. Kurve X——» in Ng mit 5°/) COv. 
Kurve 4 4 in Ng mit 35%) COs. Kurve (}——_) in No mit 65%) CO». 
Kurve @ @ in CO,. 


Mit sinkender {|H'|} nimmt die Reaktionsgeschwindigkeit absolut und auch mit der Zeit zu 


Die Erklarung fiir diesen zur Zeitachse konvexen Verlauf der Kurve 


wird durch die Untersuchung des Einflusses der Mg-Konzentration gegeben. 


Mit steigender Mg-Konzentration nimmt der Umsatz zunachst zu, und zwar 


bis zu einem dann konstant bleibenden Maximum, das erreicht ist. wenn 
das Aquivalenzverhaltnis von 2 Mg zu 1 P,O, gleich 1 vorliegt (Mengen- 
verhaltnis von Mg zu Pyrophosphat-P,O, gleich rund | zu 3). Ein zur Zeit- 
achse konvexer Kurvenverlauf wird also immer erhalten, wenn bei anfang- 


licher untermaximaler Mg-Aktivierung infolge fortschreitender Pyro- 


1 Herstellung des Extraktes vgl. diese Zeitschr. 254, 349, 1932. 
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phosphatspaltung die Aktivierung allmahlich maximal wird, vorausgesetzt, 
daB das Ferment seine urspriingliche Wirksamkeit beibehalt. Dies scheint 
der Fall fiir Froschmuskelextrakt bei neutraler Reaktion zu sein. Verdiinnte 
Leberextrakte geben Jedoch auch bei untermaximalen Mg-Konzentrationen 
zumeist einen geradlinigen Verlautf. 


9 ) 


Aquivalenzverhaltnis 2Mg” zu 120; 
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Abb. 2. 
Aufspaltung von anorganischem Pyrophosphat in verdiinntem Leberextrakt bei steigenden Mg- 
Konzentrationen nach 20 und 40 Min. (Versuchsansatz im Text). 








Abszisse: mg Mg bzw. Verhiltnis Mg — Pyrophosphat-P, 0. Ordinate: © » Aufspaltung. 
Kurve () Inkubationszeit 20 Min. Kurve } Inkubationszeit 40 Min. 
Mit steigender Mg-Konzentration wird bei einem Aquivalenzverhiiltnis von 2 Mg zu 1 P20, 1 


ein annahernd konstant bleibendes Maximum der Reaktionsgeschwindigkeit erreicht. 
Versuchsansatz zu Abb. 2: 
Extraktgemisch: 2,0 cem Leberextrakt (1:2, mit Acetatpuffer gefallt) + 23,5 cem destilliertes 
Wasser + 3,0cem m/10 Phosphat py 7,4 + 2,0cem 5° ig. Bicarbonat: mit 5%») COs in Ny 
durchleitet. Pro Versuch 1,5 ccm Extraktgemisch + 1,5 cem Zusitze. Enteiweiét nach 20 Min 
(Kurve | ) und 40 Min. (Kurve ©) }) mit 4 cem 6 °/o ig. Trichloressigsiure. Tempe- 
ratur 20°, Zusitze 0,1 bis 05mg Mg als MgClo. Pyrophosphat (Na-Salz mit HCI auf Pu iA 
eingestellt) mit 10mg P.O;. Wiedergefunden 0,91 mg P.O; (Rest absorbiert, vgl. S. 150): fiir 
die Berechnung des Aquivalenzverhiiltnisses von Mg: P,0, in Abb. 4 ist der Wert 1,0 mg zu- 
grunde gelegt. 








Bei verschiedenen Pyrophosphatkonzentrationen wird dieselbe Menge 
Pyrophosphat aufgespalten, solange die Mg-Aktivierung maximal, das 
Aquivalenzverhiltnis 2Mg:1P,0;> 1 ist. Wird bei weiterer Steigerung 
der Pyrophosphatkonzentration dieses Verhaltnis kleiner als 1, so fallt 





Abb. 3. 


Vergleich der Aufspaltung von 0,87 und 

17mg Pyrophosphat- P.O, in ver- 

diinntem Leberextrakt in Gegenwart 
von 0,.2mg Mg Temperatur 20°. 

©) 0,87 mg Pyrophosphat- 
P, O;. 


Kurve © 





Kurve >——_] 1,7 mg Pyrophosphat- 
P, Os. 

0,87 mg Pyrophosphat-P,0, sind in 

40 Min. vollstindig gespalten, die dop- 

pelte Menge nur zu 8°, (0.13 mg 
P25). 
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die UmsatzgréBbe ab. In Gegenwart von 0,25 mg Mg wurden z. B. von 
0.35 mg Pyrophosphat-P,0,; nach 10 Minuten 0,21 mg aufgespalten, von 
0,70 mg ebenfalls 0.21, von 1,05 mg aber nur 0,11 mg. Welch betrachtliche 
Unterschiede in der Aufspaltung verschiedener Pyrophosphat konzentrationen 
bei gleicher Mg-Konzentration gefunden werden, zeigt Abb. 3, wo in Gegen- 
wart von 0,2 mg Mg 0.87 mg Pyrophosphat-P,O, in 40 Minuten vollstandig 
aufgespalten sind, 1,7 mg Pyrophosphat aber nur zu 8 % (0,13 mg). 

Kin dritter Faktor, durch den die Pyrophosphatspaltung beeinflubt 
werden kann, ist die Phosphat-(Spaltprodukt-) Konzentration (Abb. 4). 
Mit steigendem Phosphatgehalt steigt der Umsatz langsam an; er ist z. B. 
(bei maximaler Mg-Aktivierung) bei einem vierfach erhéhten Gehalt um 
rund 40° gréBer, bei einem neunfach erhéhten (von 0,26mg P,O, auf 
2.4mg) um 65%. Da in den tiblichen Versuchsanordnungen der Gehalt 
an Phosphat-P,O, pro Ansatz im allgemeinen 1,2 mg P,O,; betrug und etwa 
0,7 bis 10mg Pyrophosphat-P,O, zugesetzt wurden, spielt die Zunahme 
an Phosphat aus der Pyrophosphatspaltung fiir den Charakter der Kurve 
in den wiedergegebenen Versuchen keine ausschlaggebende Rolle. 

Ca hemmt die Pyrophosphatspaltung stark. 























100 } 
| 
. Abb. 4. 
o7——_——_——_—+- Abhingigkeit der Aufspaltung von anorga- 
| nischem Pyrophosphat von der Phosphat- 
se (Spaltprodukt-)Konzentration. 
a eo il Dialysierter Froschmuskelextrakt. Pyrophos- 
, phat 0,70mg P,0;. MgCl. mit 0,2mg Mg. 
S$ Temperatur 20°. 
Oe emer T , r : . 
$ Kurve (©——Q) mit 0,26 mg Phosphat -P. 0; 
| Kurve 3 4 mit 1,0 mg Phosphat-P, 05. 
aor a Kurve _j) mit 2,4mg_ Phosphat - P, Os. 
| Mit steigender Spaltproduktkonzentration steigt 
| der Umsatz langsam an. 
a ” 20 Min. # 


e) Verhalten von Metaphosphat gegeniiber tierischen Extrakten. 


‘Nach den Untersuchungen von Kitasato! wird Metaphosphat bei 
tagelanger Einwirkung bei 37° durch Takadiastase in geringem Mabe 
hydrolysiert. In Muskel- und Leberextrakten wird K-Metaphosphat 
(das als Hexameres vorliegt) bei 20° in einigen Stunden auch in Gegenwart 
von Mg nicht hydrolysiert. Es wird vielmehr so fest an das EiweiB ge- 
bunden, daB es nach EnteiweiBung mit Trichloressigsaure oder Sublimat- 
Salzsaure nicht in Lésung geht. Diese Bindung erfolgt auch an Eiweib, 
das schon durch Trichloressigsiure gefallt ist. 

Auf dieses Verhalten laBt sich eine Unterscheidung und kolorimetrische 
Bestimmung von anorganischer Pyrophosphorséure und Metaphosphor- 
siure (neben Phosphorséure) griinden?, indem man einmal ihre Summe als 


1 Kitasato, diese Zeitschr. 197, 257, 1928; 201, 206, 1928. 

2 Die Bestimmung von anorganischer Phosphorséure und Pyro- 
phosphorsaure ist in dieser Zeitschr. 202, 466, 1928 beschrieben. Zur quanti- 
tativen Bestimmung der drei Phosphorsaéuren vgl. Dworzak, Zeitschr. f. 
analyt. Chem. 77, 14. 1929. 
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anorganische Phosphorsiure nach 7 Minuten langer Hydrolyse in n HCl 
bei 106° bestimmt!, in einem anderen Teil der Losung nach Zusatz von 
..konzentriertem” Leberextrakt (0,5 bis 2 mg Metaphosphat-P,O, aut etwa 
leem Extrakt; enteiweiBen mit einer passenden Menge 4° oiger Trichlor- 
essigsiure) entweder ohne Mg-Zusatz den Pyrophosphorséure-Gehalt nach 
7 Minutenhyvdrolyse oder mit Mg-Zusatz die Zunahme an anorganischer 
Phosphorsiure direkt ermittelt. Es empfiehlt sich. diesen konzentrierten 
Leberextrakt zu verwenden, da Muskelextrakte einen nicht kontrollier 
baren Teil an anorganischer Pyrophosphorsaure (etwa 10 bis 20°,) ab- 
sorbieren und ebenso (merkwiirdigerweise) auch verdiinnte Leberextrakte. 

Ich danke Herrn Ph. Schuster fiir seine Hilte bei der Austfiihrung der 

Versuche. 
Zusammenfassung. 

1. In dialysiertem Muskelextrakt findet eine Phosphorylierung 
zugesetzten Glykogens nur bei vollstandigem Co-Fermentsystem statt. 

2. In dialysiertem Muskelextrakt wird aus zugesetzter Hexose- 
diphosphorsiure kein Phosphat abgespalten, nach Zusatz von Mg 
ein Molekil. Der entstandene Ester ist der Embden-Ester, der in Ab- 
wesenheit von Adenylpyrophosphat nicht dephosphoryliert — wird. 

3. Der Embden-Ester, der zum _ iiberwiegenden Teil aus einer 
Aldohexose, zu einem geringeren aus einer Ketohexose bestelit, ist 
ein Gleichgewichtsester. Seine Bildung durch tierische Zellextrakte 
(Muskel, Leber, Hirn, Niere) und ausgewaschene ‘Trockenhefe erfolgt 
sowohl aus der Ketohexose (Neuberg-Ester) wie aus der Aldohexose- 
monophosphorsaure. Sie verlauft mit ungewohnlich grober Geschwindig- 
keit (im Muskelextrakt bei 20° in wenigen Sekunden). 

4. Die Aufspaltung von anorganischer Pyrophosphorsiure durch 
Muskel- und Leberextrakte erfolgt nur in Gegenwart von Mg. Der 
Reaktionsverlauf und seine Abhangigkeit von der Reaktion, der Phos- 
phat-, Pyrophosphat- und Mg-Konzentration wird beschrieben. Das 
Maximum der Mg-Aktivierung wird bei einem Aquivalenzverhiltnis 
von 2 Mg”: 1 P,O!” 5S 1 erreicht. 

5. Metaphosphorsaiure wird unter Bedingungen, wo Pyrophosphor- 
siure aufgespalten wird, nicht hydrolysiert. 

' Bei der Hydrolyse in heiBen, verdiinnten Saéuren werden Pyro- 
phosphorsaure und Metaphosphorséiure mit derselben Geschwindigkeit 
aufgespalten. Lohmann, diese Zeitschr. 254, 381, 1932. 
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Uber die Monojodessigsiurevergiftung 
des Milchsiure bildenden Ferments und der Methylglyoxalase. 


Von 


K. Lohmann. 


(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
medizinische Forschung, Heidelberg. ) 


(Eingegangen am 31. Mdrz 1933.) 


Die Vergiftung der Milchsiurebildung durch Monojodessigsiure 
besteht, wie die Fluoridvergiftung, in einer Einwirkung auf das Ferment 
(bzw. Teile desselben), da in einem vergifteten Muskelextrakt die Milch- 
siurebildung durch Zusatz des Co-Fermentsystems nicht wieder re- 
aktiviert werden kann. Am leichtesten vergiftbar erwies sich die Milch- 
siurebildung aus Glykogen, weniger leicht aus Hexosediphosphorsaure 
und am wenigsten aus Methylglvoxal. Von der Fluoridvergiftung 
unterscheidet sich die mit Jodessigsiure, daB die letztere eine Zeit- 
reaktion ist, wahrend die erstere ,,augenblicklich’ erfolgt, durch 
Urethan teilweise aufgehoben werden kann und daB die in beiden Fallen 
entstandenen Phosphorylierungsprodukte verschieden sind!. 

Gegeniiber dieser Anschauung wird von mehreren Autoren die 
Ansicht vertreten, daB die Wirkung der Monojodessigsiurevergiftung 
auf einer Reaktion dieser Substanz mit dem Glutathion beruhen solle. 
Waldschmidt-Leitz? und Bersin® schlossen dies aus Modellversuchen, 
der erstere* auch aus dem Umstand, daB die Phosphatasen durch 
Glutathion gehemmt werden. Obwohl Glutathion fiir die anaerobe 
Kohlenhydratspaltung nicht notwendig ist®, war es von vornherein 
nicht auszuschlieBen, daB die Jodessigsiurevergiftung, wenn auch 


' Lohmann, diese Zeitschr. 236, 444, 1931. 

2 Waldschmidt-Leitz u. Schaffner, Naturwiss. 20, 122, 1932. 

3 Bersin, diese Zeitschr. 248, 3, 1932. 

4 Waldschmidt-Leitz, Scharikova u. Schaffner, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
214, 75, 1933; 215, 64, 1933. 

5 Lohmann, diese Zeitschr. 254, 332, 1932. 
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nicht unmittelbar, so doch mittelbar durch die Reaktionsprodukte 
mit Glutathion verursacht sein kénnte. Die hier mitgeteilten Versuche 
ergeben jedoch, daB die Jodessigsiurevergiftung ebenso wie in den 
friher beschriebenen Versuchen mit inaktivierten Extrakten, also noch 
glutathionhaltigen, auch in glutathionfrei dialysierten Extrakten ein- 
tritt und nicht durch Co-Ferment (Kochsaft bzw. Adenylpyrophosphat 

Mg, ohne und mit Glutathion) aufgehoben wird. Der Befund von 
Quastel', daB die Vergiftung der Hefegirung usw. durch Jodessigsiure 
durch Glutathion (ebenso durch Thiosulfat und Cystein) weitgehend 
aufhebbar ist, dirfte damit zu erklaren sein, dab das Reaktionsprodukt 
der Jodessigsiure mit den SH-Verbindungen ungiftig ist. Hiernach 
vergiftet die Jodessigsiure die Zuckerspaltung nicht, weil sie mit 
Glutathion reagiert, vielmehr, trotzdem sie dies tut. Gegeniiber Quastel 
hat Genevois* eine betrachtliche Erhéhung der Giftwirkung von Jod- 
essigsiiure durch Cystein bet Hefe gefunden. 

Kin ganz anderer Mechanismus der Jodessigsiurevergiftung als 
bei der Glykogenspaltung liegt bei der Umwandlung von synthetischem 
Methylglvoxal in Milchsaéure vor. Schon friiher (1. ¢.) ist ausgefiihrt, dab 
die Umwandlung von synthetischem Methylglyoxal durch m 500 Jod- 
essigsiure nach zweistiindiger Einwirkung nur zu 10°, gehemmt wird, 
wahrend die Milchsaurebildung aus Glykogen durch m 15000 vollstandig 
hemmbar ist. Kiirzlich erschienene Versuche von Dickens? kénnen nun 
dahin ergainzt werden, daB die Methylglyoxalase selbst nicht mit n 100 
Jodessigsiure oder Fluorid vergiftet wird. Die frither in rohen Ex- 
trakten gefundene Hemmung der Methylglyoxalase beruht auf der 
Zerstorung des reduzierten Glutathions, ihres Co-Ferments, wiahrend 
das Ferment unverandert bleibt. 

In Tabelle I ist ein Versuch wiedergegeben, wo ein glutathiontrei- 
dialysierter Froschmuskelextrakt mit und ohne Zusatz von m/500 Glutathion 
mit m/5000, m/2000 und m/1000 Jodessigsiure 60 Minuten vergiftet und 
dann mit Glykogen, Adenylpyrophosphat, Mg bzw. Glutathion versetzt 
wurde. Nach weiteren 60 Minuten wurde die Milchsiurebildung chemisch 
bestimmt. Von drei Versuchsreihen dieser Art wurde in zweien auch mit 
m/5000) Jodessigsiure in Gegenwart von Glutathion keine Milchsidure 
bildung gefunden, in einer eine geringe Bildung. die etwa 20°, derjenigen 
ohne Vergiftung betrug. Bei der héheren Giftkonzentration wurde auch 
hier kein Glykogen gespalten. Besondere Kontrollen mit) Kochsaft aus 
frischer Muskulatur ergaben dasselbe Resultat wie mit Adenylpyrophosphat 

Mg. Mit der Farbreaktion nach Hopkins (Nitroprussidnatrium in ammon- 
sulfatgesittigter ammoniakalischer Lésung) sowie durch die Nichturmwand- 
lung von synthetischem Methylglyoxal wurde nachgewiesen, dab die Extrakte 
glutathionfrei waren. 


' Quastel. Nature 131, 206, 1933. 
2 Cayrol u. Genevois, C. r. Soc. biol. 111. 180, 1932. 
3 Dickens, Nature 131, 130, 1933. 
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Das Ergebnis dieser Versuche ist, dab die Jodessigsiurevergiftung 
der Milchsaurebildung aus Glykogen auch in Abwesenheit von Glutathion 
eintritt, durch Glutathion bestenfalls verringert wird, aber in keinem 
Fall durch Co-Ferment- und Glutathionzusatz aufgehoben werden kann. 


Tabelle I. 


Milchsaurebildung in dialysiertem Froschmuskelextrakt mit 
und ohne Monojodessigsaurevergiftung und Glutathionzusatz. 
Extrakt 2'/, Stunden dialysiert, dann mit je '/, seines Volumens an 

m/l0 Phosphat vom py 7,4 und 2,6°% igem Bicarbonat versetzt, dieses 
, Extraktgemisch™ mit 5°, CO,/N, durchleitet. Pro Versuchsansatz 2.5 cem 
Extraktgemisch + 1,5cem Zusiatze. EnteiweiBung mit 12.0cem HCl- 
Hg(Cl,-Lésung (3 Teile Wasser, 2 Teile 2° ig. HCl, 1 Teil 5°oig. HgCl,), 
Entzuckerung mit Kupfer-Kalk. 
Zusaitze: 7,0 mg Glykogen (Glyk.). 

0.4mg Mg als MgCl,. 

Adenylpyrophosphat mit 0.5mg Ap.-P,O;. 

m/500 Glutathion (Glut.) (= 2.5 mg). neutralisiert. 


m/1000, m/2000, m/5000 Monojodessigsiure (MJE.) (= 0,74 baw. 


0,37 bzw. 0,15 mg Monojodessigsdiure), neutralisiert. 


Dauer der Vergiftung bzw. der Glykogenspaltung je 60 Minuten; 


Temperatur 20°. 





x Versuchsansatz mg Milchséure 
sic: Extrakt ge fande nh zuge bilde t 
OO a ee ae 0,38 — 
25+ Glyk. 60 Min. . . eee eee a) ee 0,30 0 
38 i+ Glyk. + Ap. + Mg 60 Min. PRE PA cise: G ac 2,50 2.20 
4 + Glyk. + Ap. + Mg + Glut. 60 Mins... . .. 2.61 2,31 
5 | 60 Min.: dann + Glyk. -- Ap. + Mg 60 Min... . 2,70 2.40 
6 60 Min.; dann + Glyk. + Ap. — Mg + Glut. 60 Min. 2,72 2,42 
7 + m/1000 MJE. 60 Min.; dann + Glyk. + Ap. + Mg 

60 Min. . SS i ae ie ee 0,29 0 
8 + m/2000 MJE. 60 Min. ; ‘dann + Glyk. + Ap. + Mg 

60 Min. . ete eee nat te ee 0,27 0 
9 + m/5000 MJE. 60 Min. ; ‘dann + Glyk. + Ap. + Mg 

69 Min... . SE a ne ta nia 0,32 0 
10 + m/1000 MJE. + Glut. 60 Min.; dann + Glyk. + Ap. 
. + Mg 60 Min... eh oe tee 0,26 0 
11. + m/2000 MJE. + Glut. 60 Min.; dann + Glyk. + Ap. 

+ Mg 60 Min... 0,26 0 
12 + m/5000 MJF. + Glut. 60 Min. om + Glyk. + Ap. 

+ Mg 60 Min... . 0,39 0 
13. + m/1000 MJE. 60 Min. ; dann * Glyk. + Ap. rn Mg 

+ Glut. 60 Min. . .... 0,25 0 
14. + m/2000 MJE. 60 Min.; dann Glyk. + Ap. mn Mg 

I, 5k oss aw, kw SS me 0,30 0 


15 | + m/5000 MJE. 60 Min.; dann + Glyk. + Ap. + Mg 
Oc MOU Go Se ee ee 0,26 0 
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Versuche mit Methylglyoxalase sind in den Tabellen IL und LLI wieder- 
vegeben. LaBt man einen dialysierten (glutathionfreien) Rattenmuskel- 
extrakt 60 Minuten mit m/100 Jodessigsiure stehen, setzt dann Methyl- 
glyoxal und Glutathion zu, so erweist sich die Methylglyoxalase gegeniiber 
dem unvergifteten Ansatz als kaum geschidigt. Wird jedoch das Glutathion 
(etwa m/900) gleichzeitig mit der Jodessigsaure zum Muskelextrakt zu- 
gesetzt, so wird auch mit m/300 Jodessigsaure unter diesen Bedingungen 
das nachtraglich zugegebene Methylglyoxal nicht mehr umgewandelt : 
das Glutathion als notwendiger Bestandteil fiir die Methylglyoxalase- 
wirkung ist zerstOrt. Man unterscheidet so zwischen der ..Vergiftung” 
des Ferments und des Co-Ferments. Auch m/100 Fluorid hemmt die Methyl! 
glyoxalase nicht, m/30 um etwa 20° 9. Wie Versuch 11 der Tabelle II zeigt, 
wird das Glutathion aber auch im unvergifteten Extrakt langsam zerstért. 
Hierauf ist friiher hingewiesen und auch, dab diese Zerstérung durch Cystein, 
Schwermetalle usw. beschleunigt wird. Aus diesem Grunde war fiir die 
manometrische Bestimmung der Methylglyoxalasewirkung empfohlen, 
Glutathion und Substrat erst nach Temperaturausgleich in die bicarbonat- 
alkalische Fermentlésung einzukippen. 


Tabelle 11. 
Methylglyoxalumwandlung in dialysiertem RKattenmuskel- 
extrakt mit Monojodessigsaure (Versuch vom 4. August 1932). 

Pro Versuchsansatz blieb 1,0cem Extrakt mit 0,4cem Zusatzen 
(Wasser, Monojodessigsiure, Glutathion) 60 Minuten bei 20° stehen, dann 
wurde in 0,7¢cem Extrakt mit 0.7cem Zusitzen (Wasser, Bicarbonat. 
Gluthathion, Methylglyoxal) der Umsatz manometrisch gemessen. 

Angaben in Kubikmillimeter CO, (auf 0° reduziert, 1 emm CO, 
= 0,004 mg Milchsaure). 

Zusitze: Methylglyoxal 1,2 mg. 
Glutathion 0,1 mg (= etwa m/900). 


Gesamtumsatz 320 e¢mm. 


1. Extrakt 60 Minuten; dann Methylglyoxal (Methgl.). 

2. Extrakt 60 Minuten; dann + Methgl. + Glut. 

3. Extrakt 60 Minuten; dann + Methgl. + Glut. + m/100 MJE. 
4. Extrakt + m/100 MJE. 60 Minuten; dann + Methgl. + Glut. 
5. Extrakt + m/1l00MJE. + Glut. 60 Minuten; dann + Methgl. 

6. Extrakt 60 Minuten; dann — Methgl. + Glut. + m/300 MJE. 
7. Extrakt + m/300 MJE. 60 Minuten; dann + Methgl. + Glut. 
8. Extrakt + m/300 MJE. + Glut. 60 Minuten; dann + Methgl. 
9. Extrakt + m/1000 MJE. 60 Minuten; dann + Methgl. + Glut. 


10. Extrakt + m/1000 MJE. + Glut.; dann + Methgl. 
ll. Extrakt + Glut. 60 Minuten; dann ~~ Methgl. 





Nr 
Min. ———_- — creiicicied j a 
1 2 3 4 5 6 q 8 4 Ww 1 
10 5 65 63 65 5 66 67 8 62 20 21 


20 6 131 124 127 6 131 139 9 128 34 40 
30 8 192 193 189 9 200 206 15 194 51 58 
40 10 253 244 252 10 257 250 20 254 65 78 


~~ 
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Tabelle LI. 
Methylglyoxalumwandlung in dialysiertem Rattenmuskel- 
extrakt mit Fluorid (Versuch vom 21. November 1932), 


Versuchsansatze wie in Tabelle IT. 





1. Extrakt 60 Minuten. 

2. Extrakt 60 Minuten; dann -+ Methgl. 

3. Extrakt 60 Minuten; dann + Methgl. + Glut. 

4. Extrakt + n/30 KF. 60 Minuten; dann + Methgl. + Glut. 

5. Extrakt + n/100 KF. 60 Minuten; dann + Methgl. + Glut. 

Nr. 
Min. . — 
1 2 3 4 5 

10 4 4 52 46 54 
20 7 9 103 86 106 
30 10 13 164 137 168 
40 11 15 224 187 226 


Zusammenfassung, 


Die Hemmung der Milchsaiurebildung aus Glykogen durch Mono- 
jodessigsaure erfolgt auch in einem dialysierten glutathionfreien Muskel- 
extrakt. Diese Vergiftung beruht also nicht auf einer Reaktion der 
Jodessigsiure mit Glutathion. 

Im Gegensatz zur Glykogenspaltung wird die Methylglyoxalase 
durch m/100 Jodessigsiure und Fluorid nicht gehemmt. Hier beruht 
die Vergiftung auf einer Zerst6rung des reduzierten Glutathions, des 
Co-Ferments der Methylglyoxalase. 


Ich danke Herrn Ph. Schuster fiir seine Hilfe bei den Versuchen. 
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Notiz iiber das Verhalten der Phosphatase 
in Gegenwart von Glutathion und Monojodessigsiure. 


Von 
K. Lohmann. 


(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
medizinische Forschung, Heidelberg.) 


(Eingegangen am 31, Mdrz 1933.) 


Nach Waldschmidt-Leitz wird bei alkalischer Reaktion die en- 
zymatische Dephosphorylierung von Glycerinphosphorsadure, Adenyl- 
pyrophosphorsaure und Kreatinphosphorsiure durch reduziertes Gluta- 
thion sowie andere Sulfhydrylverbindungen, wie Cystein und H,S 
gehemmt!. Ich habe gepriift, ob diese Hemmung auch in einem Nieren- 
extrakt bei neutraler Reaktion erhalten wird, aber keine Hemmung 
der Phosphatasewirkung durch Glutathion (mit und ohne FeSQ,) 
gefunden. 

In Tabelle I ist ein derartiger Versuch wiedergegeben, wo 0,2 und 
1.0 mg neutralisiertes Glutathion die Aufspaltung von 0,85 mg Glycero- 
phosphat-P,O; in 2,1 cem Nierenextrakt (aus 0,25 g frischer Niere her- 
gestellt) nicht beeinfluBte. Auch ein Zusatz von FeSO, (0,8 mg) war 
in diesem Versuch wie in den meisten anderen ohne Wirkung. Mit 
Cystein (das in ungefihr der doppelten molaren Konzentration zu- 
gegeben wurde) war dagegen 6fter eine geringe hemmende Wirkung 
festzustellen. 

In einem weiteren Versuch (Tabelle 11) wurde ein Extrakt unter- 
sucht, der a) nicht dialysiert, b) 5 Stunden und ¢) 20 Stunden dialysiert 
war. Auch hier lieB Glutathion die Geschwindigkeit der Dephosphory- 
lierung unbeeinfluBt, ebenso m 500 Jodessigsiure, sowohl in dem nicht 
dialysierten Extrakt, der noch glutathionhaltig war, wie in den beiden 


* Waldschmidt-Leitz, Scharikova u. Schafiner, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
214, 75. 1933. . 
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anderen glutathionfrei dialysierten Extrakten. Auf Grund der An- 
schauung von Waldschmidt-Leitz hatte Jodessigsiure die Dephosphory- 
lierung in einem glutathionhaltigen Extrakt steigern miissen; dies ist 
aber nicht der Fall. 

Tabelle I. 


Aufspaltung von «-Glycerinphosphorsaéure durch Nierenextrakt 
mit und ohne Glutathion und Cystein. 


Darstellung des Nierenextraktes: Eine frische Kaninchenniere wurde 
nach feinem Zerreiben mit Sand mit der fiinffachen Menge Wasser 
(+ Thymol) 5 Stunden auf der Maschine geschiittelt, dann scharf zentri- 
fugiert und der Extrakt 3 Stunden dialysiert. 


Extraktgemisch: 40,0 cem dialysierter Extrakt + 6,0 cem m/10 Phos- 
phat, pq 7.4. + 2,0 cem 5% ig. Bicarbonat; mit 5% CO, in N, durchleitet. 


Pro Versuchsansatz 1.5c¢em Extraktgemisch + 0.6cem Zusatze. 


Zusatze: 0.3cem emer Lésung von «-Glycerinphosphat mit 0.85 mg P,O,. 
0,1 .,) mit 0,2 bzw. 1.0mg Glutathion (Glut.) (neutralisiert ) 
bzw. Cysteinchlorhydrat (neutralisiert ). 
Ol .. MgCl, mit 0.2mg Mg. 
0,1 cem m/22,5 Monojodacetat (MJE.) (Endkonzentration m/500). 
O1 ., n/20 FeSQ,. 
In jedem Ansatz ein Kérnchen Thymol; Temperatur 28°. Gasraum 
5% CO, in Ny. EnteiweiBt mit 5,0 cem 6 %ig. Trichloressigsiure. P-Be- 
stimmung kolorimetrisch in 1,0 cem enteiweiBter Lésung. 

















Versuchsansatz Inkubationszeit 120 Min. Inkubationszeit 300 Min. 
eras ite ON Rie nit cv aie aedinnkiuteoraatiebed aT a 
os = ee a ll = = 
Nr. Extrakt + Glycerin- = s oe “2 O28 os 
Phosphorsaure aes aS os avs a, 
(Glye.-Ph.-S.) + Mg us Fa of a's wo 2 of 
E = co & 5 Ae @ co & 
a Sofort (ohne Glye.-Ph.-S.) | 1,37 , 1,38 
b  Sofort (mit Glye.-Ph.-S8.) | 1,87 2,23 
1 — 1,61 2,23 0,24 28 1,89 2.24 052 61 
2 +02mg Glut. ..... 160 — 0238 27 1,90' — 0,53 62 
3 +02 , Glut.+ FeSO, . 160 — 0,23 27 1t89 — 0,52 61 
4/+10 , Glut. .....1,60!' — | 0,23 271 1,89 | — | 052 | 61 
5) +10 , Glut. + FeSO, . 160 — 0,23 27 189 — _ 0,52 | 61 
6 +0,2 , Cystein .... 160 — 0,23 27 185 — | 0,48 | 56 
7 +02 , Cystein+FeSO, 158 — 021 25 186 — | 049 58 
8 +1,0 , Cystein .... 160 — 0,23 27 1,85 — | 048 56 
9 +1,0 , Cystein+FeSO, 1,58 — O21 25 183 — 046 54 
10;+MJE........./{1,60; — | 0,23 | 27) 1,89 | — | 0,52 | 61 
11 +1,0mg Glut.+ MJE.. . 1,57 — 0,20 24 186 — 049 58 
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Tabelle II. 
Aufspaltung von «-Glycerinphosphorsaure durch Nierenextrakt. 


Extrakt a) nicht dialysiert, b) 5 Stunden dialysiert, ¢) 20 Stunden 
dialysiert. Die Extrakte wurden mit Na,CO, neutralisiert und fiir Extrakt- 
1 


gemisch a) mit '/;), des Volumens an m/10 Phosphat, py 7.4, versetzt, fiir 


b) und ¢) mit '/; des Volumens. Pro Versuchsansatz 1.0 cem Extrakt- 
gemisch + 0.5c¢cem Zusatze. 
Zusatze: 0.1 cem MgCl, mit 0.1 mg Mg. 
O11 ,, m/33 Jodacetat (MJE.) (Endkonzentration m/500). 
0.1... neutralisiertes Glutathion (Glut.) mit 0,2 bzw. 1,0 mg 
Glutathion. 
0.3 ,,  «-Glycerophosphat (Glyc.-Ph.-S.) mit O,80mg_ P,O;; 
Temperatur 28°. 





Extrakt a Extrakt b  Extrakt ¢ 


"lo ge- °'o ge- 9/0 ge- 

Spalten spalten spalten 

Nr. Versuchsansatz Inkuba- Inkuba- Inkuba- 
tionszeit tionszeit tionszeit 
180° 360" 180’ 360' 180’ = 360" 

1 Extrakt + Glye.-Ph.-S. 2... er 18 34 27 S130 48 
2 Extrakt + Glyc.-Ph.-S.+ Mg... ... . | 23) 389 | 36 57) 39) 56 
3. Extrakt + Glye.-Ph.-S.+Mg+MJE. . .. 23 39) 360 «600 (89) 56 
4 Extrakt + Glye.-Ph.-S. + Mg +0,2mgGlut. 23 39 41 57. 39) 56 
5 Extrakt + Glye.-Ph.-S.+ Mg+-1,0mgGlut. 23 39 39 55 39 56 


leem Extraktgemisch a) enthielt 0,019 mg Mg. b) 0.0003 mg, in ©) 
konnte kein Mg nachgewiesen werden. Wie in den Versuchen von Erdt- 
mann erfolgt die Aufspaltung von Glycerophosphat auch in Abwesenheit 
von Mg; sie unterscheidet sich also von der des Pyrophosphats und des 
Hexosediphosphats in Muskelextrakt. die nur in Gegenwart von Mg 
erfolgt . 

Zur Mg-Bestimmung wurden je 10cem Extraktgemisch feucht ver- 
ascht. Phosphat als Felll-Phosphat, Ca als Oxalat gefallt und das Mg 
nach Fallung als MgNH,PO, durch P-Kolorimetrie bestimmt. 


Ebenso wie die Aufspaltung der «-Glycerinphosphorsiure wird 
auch die der /-Glycerinphosphorsiure und der Embdenschen Hexose- 
monophosphorsaure durch Glutathion und Monojodessigsaure im Nieren- 
extrakt nicht beeinfluBt, ebenso nicht die Aufspaltung der anorganischen 
Pyrophosphorsaure im Muskelextrakt, wo manchmal sogar eine geringe 
Steigerung durch Glutathion beobachtet wurde. 


' Erdtmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 177, 211, 231, 1928. 
* Lohmann, diese Zeitschr. 262, 137, 1933. 
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Diskussion. 

Waldschmidt-Leitz' nimmt an, daB der intracellulire Umsatz 
von Phosphat und Kohlenhydrat durch Sulfhydryl gesteuert wird 
und diese Steuerung wiederum mit Oxydoreduktionsprozessen  ver- 
kniipft ist. Vorstehende Versuche zeigen, daB diese Annahme fiir den 
Phosphatumsatz bei neutraler Reaktion nicht zutrifft. Von demselben 
Autor wird der Mechanismus der Glykolysevergiftung durch Jodessig- 
siure in der Ausschaltung vorhandenen Sulfhydryls gesehen. Wie 
gezeigt ist, erfolgt aber sowohl die Milchséurebildung aus Glykogen? 
wie ihre Vergiftung durch Jodessigsiure® auch in Abwesenheit von 
Glutathion. AuBerdem soll nach Waldschmidt-Leitz die Wirkung des 
Glutathions fiir die enzymatische Umwandlung von synthetischem 
Methylglyoxal in Milchsaiure nicht spezifisch? sein: diese Umwandlung 
soll auch mit Cystein + FeSO, erfolgen, was jedoch nur durch ,,Methyl- 
glyoxalschwund* belegt wurde. In der Tat erhalt man mit dialysiertem 
Rattenmuskelextrakt unter Verwendung von 2 mg Cysteinchlorhydrat 
und 1,5 mg Methylglyoxal bei der manometrischen Messung einen 
betrichtlichen Druckanstieg (ohne und mit FeSQO,) und ein Ver- 
schwinden von Methylglyoxal. Derselbe Effekt wird aber auch er 
halten, wenn man die Fermentlésung vorher abkocht, oder noch 
einfacher, wenn man sie ganz wegliBt. Es handelt sich hierbei 
in erster Linie um eine Reaktion zwischen aquimolekularen Mengen 
von Cystein und Methylglyoxal, die in einer phosphat- und bicarbonat- 
haltigen Lésung bei neutraler Reaktion und bei 28° sehr schnell in wenigen 
Minuten ablauft: bei der chemischen Milchséiurebestimmung werden 
aus einem solchen Versuchsansatz (mit und ohne Ferment) nur etwa 
5 bis 10°, des Methylglyoxals an bisulfitbindenden Substanzen erhalten. 
Der ,,Methylglyoxalschwund™ ist also nicht Milchsiurebildung. 

1 Waldschmidt-Leitz, Weil u. Purr, Zeitschr. f. physiol. Chem. 215, 
64. 1933. 

2 Lohmann, diese Zeitschr. 254, 332, 1932. 

3 Derselbe, ebenda 262, 152, 1933. 
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Zur Kenntnis der Komplexkoazervation. 


XVIII. Mitteilung: 
Untersuchungen an einigen Arabinaten [H-, Na-, NH,-, Sr-, Co(N H,),- 
und Hexolarabinat] in Zusammenhang mit der Frage nach der Herkunft 
der kapillarelektrischen Ladung. 


Von 
Hl. G. Bungenberg de Jong und P. van der Linde. 


(Eimngegangen am 3, April 1933.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


1. Kinleitung. 


In den vorangehenden Mitteilungen! iiber Autokomplexkoazervation 
wurde bis jetzt von der Voraussetzung ausgegangen, daB die kapillar- 
elektrische Ladung der hydrophilen Kolloidteilchen nur dadurch 
zustande kommt, daBb im Sinne der von Gouy entwickelten Theorie sich 
eine Doppelschicht mit den an der Oberflache des Teilchens frei liegenden 
ionogenen Stellen als Zentren aufbaut. 


Diese Annahme schien bis jetzt geeignet, unsere Versuchsergebnisse 
in dem Sinne zu deuten, da die Entstehung kapillarelektrischer Ladungen 
des entgegengesetzten Zeichens dadurch erfolgt, dab entgegengesetzt 
geladene lonen sich an die ionogenen Stellen anlagern kénnen und (falls 
dieselben mindestens zweiwertig sind) Umladung des Zentrums veranlassen®. 
Dies schien uns eine sehr einfache Erklarung der unter gewissen Umstinden 
auftretenden Erscheinung. da® zur Erreichung des Umladungspunktes 
unter sich aquivalente JIonenmengen erforderlich sind ungeachtet der 
Valenz des umladenden Ions, und andererseits von der Tatsache zu geben. 
daB unter gewissen Umstinden ebenfalls Aquivalenz zwischen der zur 
Umladung erforderlichen Ionenmenge und der Menge des WKolloids be- 
stehen kann, unabhangig von der anwesenden Wassermenge. 


Ist unser Ausgangspunkt richtig, so besteht die Méglichkeit, aus 
der zur Umladung erforderlichen Ionenmenge, falls dieselbe sich der 
vorhandenen Kolloidmenge genau proportional erweist, sogleich das 


! Vgl. Literaturzitate in der XVI. Mitteilung. diese Zeitschr. 259 
442, 1933. XVII. Mitteilung. ebenda 260, 161, 1933. 
2 Ebenda 235, 174, 1931. 
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Aquivalentgewicht der ionogenen Stellen zu berechnen. Bei den nega- 
tiven Solen ist letztere Forderung bei der Umladung mit dem sechs- 
wertigen Hexolkation praktisch erfiillt. 

Eine solche Berechnung fiihrte in der IX. Mitteilung! zu dem 
SchluB, daB die Teilchen der dort untersuchten Soja- bzw. Eilecithin- 
sole nur eine Fraktion (!, bzw. ' ,) ihrer ionogenen Stellen frei an der 
Oberfliche (bzw. frei zuginglich im Innern) fiihren. 

Die gleiche Berechnung fiir das Natriumarabinat (vgl. die voran- 
gehende XV. Mitteilung?, Abschn. 3) lieferte aber eine Zahl (710), 
die nicht gréBer, sondern vielmehr kleiner ist als das von Thomas und 
Murray*® aus der Titrationskurve berechnete Aquivalentgewicht der 
Arabinsaéure (1177). 

Der Fall der Lecithinsole liefert keine begrifflichen Schwierigkeiten. 
Es kénnen die tibrigen ionogenen Stellen deshalb nicht frei sein, weil 
sie fiir Bindungszwecke der Molekel innerhalb der Micelle beansprucht 
sind. Es kann aber die Fraktion der frei zuginglichen im Verhaltnis 
zu den gesamten ionogenen Stellen zwar sich beliebig der Einheit 
nahern, dagegen nie gréBer als 1 werden, wie es ja die angegebenen 
Zahlen fiir das Na-Arabinat (die gleiche Sachlage findet sich ebenfalls 
beim Na-Nucleinat*#- und Ba-Chondroitinsulfatsol®) anzugeben scheinen 
Der experimentellen Sicherstellung dieser umgekehrten Lage von 


elektrochemischem Aquivalentgewicht und reziproker Hexolzahl bei 
verschiedenen Arabinaten und ihrer Deutung in theoretischer Hinsicht 
ist die vorliegende Arbeit gewidmet. 


2. Herstellung und Eigenschaften der Arabinsiure und einiger Arabinate. 


Der Mangel an Raum verbietet die ausfiihrliche Beschreibung des 
fiir jedes Praparat eingeschlagenen Weges, nur das Prinzip sei hie! 
angegeben: 


Die Umwechslung der im urspriinglichen Gummi arabicum-Préaparat 
vorhandenen Gegenionen (hauptsachlich Ca-, daneben auch Mg-. Na-lonen 
durch ein bekanntes Kation wird praktisch dadurch erreicht, daB im etwa 
10% igen Sol ein CherschuB eines Elektrolyten gelést (NaCl etwa zu 10°); 
NH,Cl etwa 10°); SrCl,.6 Aqua dest. etwa 10% bzw. 1/4) Volumen 
38 °vig. HCl) und das Sol sodann unter starkem Riihren mit der Maschin: 
mit einem UberschuB von 96° ig. Alkohol (etwa 2 bis 3 Volumen) gefaillt. 
der Niederschlag abzentrifugiert und wieder in destilliertem Wasser geloést 
und die angegebene Umfallung noch zweimal wiederholt wird. Es kann 


1 Diese Zeitschr. 248, 131, 1932. 

2 Ebenda 259, 436, 1933. 

3 4. W. Thomas u. H. A. Murray, J. of phys. Chem. 32, 676, 1928. 
4 Diese Zeitschr. 257, 62, 1933. 

5 Vgl. nachstfolgende XIX. Mitteilung. 


® Herkunft vgl. diese Zeitschr. 212, 318, 1929. 
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jedesmal die Menge Lésungswasser um ctwa 10 bis 15°, verringert werden, 
Die Lésung der dritten Umtallung wird nun ohne hinzugetiigten Elektrolyten 
mit einer gréBeren Alkoholmenge (3 bis 4 Volumen) gefallt. Jetzt enthalt 
der abzentrifugierte Niederschlag gew6hnilich schon eine fiir eine Wieder- 
holung der Ausfallung nur mit Alkohol ungeniigende Elektroiytmenge. 
weshalb dieselbe nun nicht mehr in destilliertem Wasser gelést wird. sondern 
mit 2 bis 3 Volumen geeigneter Alkohol-Wassergemische, bezogen auf das 
urspriingliche Solvolumen (etwa 75 bis 85 Gew.-©, Alkohol). in denen keine 
nennenswerte Losung mehr erfolgt, bei fortschreitender Elektrolytentfernung 
mindestens drei, vielfach mehrere Male ausgiebig (eine oder mehrere Stunden 
mit dem Riihrwerk) ausgewaschen wird. Der Waschalkohol darf schlieBlich 
nach etwa '/, Stunde Riihren mit dem Niederschlag praktisch keine Reaktion 
auf Chlorionen mehr geben. Vorteilhaft wird vor der ersten Waschung 
zuerst der Niederschlag unter 96°oigem Alkohol fein zerrieben und dann 
die berechnete Menge Wasser hinzugegeben. Das Ende der Auswaschung 
gibt sich auch darin zu erkennen, dal} der aufgeriihrte Niederschlag sich 
nur mehr unvolikommen absetzt. Nach Abzentrifugieren (und gegebenen- 
falls Behandeln mit Ather) wird das Pulver an der Luft getrocknet.  Fiir 
die Herstellung von Luteokobalt- und Hexolarabinat gingen wir von Na- 
Arabinat aus; der Zusatz betrug wegen der beschrankten Loéslichkeit der 
zugefiigten Neutralsalze nur 0.7 g¢ Luteokobaltchlorid bzw. I.8g¢ Hexol 
nitrat auf 112 cem etwa 10° ,iges Sol, und gefallt wurde mit 2 Volumen 
Alkohol. Im letzteren Falle léste sich (wie zu erwarten) der Niederschlag 
nicht in destilliertem Wasser. und die Auswaschung des iiberschiissigen 
Hexolnitrats nach der dreimaligen Behandlung erforderte sehr lange Zeit 
(etwa neunmalige Auswaschung mit 75 Gew.-°,, Alkohol). 

Das Na-, NH,- und Sr-Arabinat sind weiBbe Pulver, die sich in 
kaltem Wasser leicht lésen (wie auch das vornehmlich aus Ca-Arabinat 
bestehende urspriingliche Gummi arabicum.) 

Das_ Luteokobaltarabinat, ein leicht orange gefirbtes Pulver, 
lést sich dagegen nicht glatt in kaltem Wasser, wohl bei Siedehitze 
(nach gehorigem Vorquellen in kaltem Wasser, innerhalb 10 Minuten). 
Das Hexolarabinat (ein leicht rosa gefirbtes Pulver) ist in kaltem 
Wasser ebenfalls unléslich, léslich bei Siedehitze (etwa in 15 Minuten), 


wobei aber vollkommene Zersetzung eintritt. 


Die Sole zeigen statt der dunkelbraunen Farbe des Hexolions bald eine 
tiefrote Farbe und werden von Hexolnitrat nicht koazerviert. Die gleiche 
Farbanderung erleiden entsprechend verdiinnte Hexolnitratlésungen bei 
gleich langem Erhitzen auf Siedetemperatur (dagegen tritt keine merkliche 
Firbanderung einer entsprechend verdiinnten Luteokobaltchloridlésung 
wiahrend der fiir die Herstellung der Luteokobalt-Arabinatsole bendétigten 
Erhitzungszeit auf). Die Farbanderung des Hexolarabinats bei der Pepti- 
sierung beruht also auf der Zersetzung des Hexolions, wobei offenbar 
lonen entstehen, die die Autokomplexkoazervation stark aufheben. — Fiir 
kolloidchemische Zwecke muBten wir daher auf die Benutzung des Hexol- 
arabinats verzichten. 


Die Arabinsaure, ein weiBbes Pulver, lést sich ebenfalls nicht in 
kaltem Wasser, sondern bedarf einer auffallend langen Kochdauer, 
bevor es zu einem vollkommen klaren Sol peptisiert wird (40 Minuten 
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nach 20stiindigem Vorquellen in kaltem Wasser fiir ein 2°,iges Sol), 
doch beginnt hierbei kaum die Hydrolyse zu reduzierendem Zucker. 
Auch die kolloidchemische Untersuchung deutet an, dab eine merkliche 
Zersetzung wihrend der langen Kochdauer nicht eingetreten ist. 


3. Das elektrochemische Aquivalentgewicht des Arabinatkolloidions. 

Zuerst wenden wir uns der Arabinsiure zu. Dieselbe erwies sich 
als praktisch aschenfrei (0,029°,). Daraus folgt, daB im Arabinat- 
kolloidion keine Elemente vorhanden sind, deren Oxyde nicht fliichtig 
sind. Damit ist der Weg frei gemacht, um durch Abrauchen der Asche 
der tibrigen Arabinate (auBer Ammoniumarabinat) mit Schwefelsiure 
die in ihr vorhandenen Metalle in Sulfate tiberzufiihren und daraus 
das Aquivalentgewicht des Arabinatkolloidions zu berechnen. — Fiir 
die Bestimmung von Na, Sr und Co als Sulfaten wurden die von T'read- 
well angegebenen Vorschriften befolgt. Die Versuchsergebnisse und 
die daraus berechneten Aquivalentgewichte dieser Arabinate selbst 
und (nach Abzug der Aquivalentgewichte des Na-, Sr-, Luteokobalt- 
und Hexolions) das des Arabinations sind in Tabelle I enthalten. 


Tabelle I. Aquivalentgewicht des Arabinatkolloidions. 
| x 





Aschen- N-Gehalt Ammo- Aqui- Aqui- Aquivalent- 
, gehalt (Gesamt- nium-N valentge- _——valentge- gewicht des 
Arabinat (Sulfat) (oon) (korrigiert} wicht des  wicht des Arabinat- 
‘ ‘ z Arabinats Kations kolloidions. 
0 0 0 
H-( Arabin- 
saure) . . 0,029. 0,30 12138 1 1212 
eae 5,65 1257 23 1234 
NH, ... 0,075 1,40 1,10 1273 17 1256 
OR ae re Se 7,38 1244 43.8 1200 
Luteokobalt- 4,36 1186 53,7 1132 * 
Hexol- . . . 7,72 1343 116.4 1223 


Im Mittel: 1210 


* Diese auffallend niedrige Zahl aus der Aschenanalyse des Luteoarabinates ist nicht sehr 
vertrauenerweckend. Im Trockenschrank verfirbt sich das lufttrockene Praparat irreversibel 
von leicht rosa bis stark braun. Die in der Siedehitze dargestellten Sole aber zeigen in ihrem 
kolloidchemischen Verhalten keine auffallenden Abweichungen. 


Beim Ammoniumarabinat, das ebenfalls praktisch aschenfrei sein 
sollte, es jedoch nicht ist (0,075°,,), kann man mit der Ajeldahl-Methode 
den Stickstoffgehalt bestimmen und daraus das Aquivalentgewicht 
berechnen. Dabei muB aber eine Korrektion fiir einen Gehalt an Nicht- 
ammoniumstickstoff angebracht werden, den schon das urspriingliche 
Gummi arabicum enthalt, und der, wie aus Spalte 3 der Tabelle hervor- 
geht, bei dem Umtausch der Kationen nicht entfernt wird. (Auch 
Thomas und Murray finden die gleiche Sachlage bei ihrer Bereitung 
der Arabinséiure vor.) Die Arabinsaiure laBt sich als ziemlich starke 
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Saure mit Natronlauge direkt titrieren, eine Titration, aus der man auf 
einem dritten unabhingigen Wege das Aquivalentgewicht ermitteln 
kann. 

Bei der Titration wurden abgewogene Mengen des lufttrockenen 
Praparates, dessen Wassergehalt genau bestimmt war, sogleich mit 
n/10 Natronlauge titriert. Dadurch wird erreicht, daB das Endvolumen 
bei der Titration so klein wie méglich ist. 

Wie die letzte Spalte von Tabelle I zeigt, werden auf die angegebene 
Weise aus den Analysendaten Werte fiir das Aquivalentgewicht des Arabinat - 
kolloidions erhalten, die nur um wenige Prozente schwanken. Der Mittelwert 
1210 ist nicht sehr verschieden von dem von Thomas und Murray erhaltenen 
Aquivalentgewicht der Arabinséure. Da diese Forscher und wir wohl nicht 
die gleiche Sorte von Gummi arabicum als Ausgangsmaterial verwendet 
haben, ist der ziemlich geringe Unterschied nicht auffallig. 


4. Die Bestimmung des Umladungspunktes, 

Da die sichere Feststellung des kataphoretischen Stillstandes 
bekanntlich mit Schwierigkeiten verkniipft ist, soll an einem Beispiec! 
dargelegt werden, daB die Nichtidentitat von reziproker Hexolzahl 
und elektrochemischem Aqui- 
valentgewicht nicht auf einem Ag-Aglt-Elektrowe Ag Agll-Liektrode 
etwaigen fehlerhaften Meb- 
verfahren beruhen kann. Be- 
nutzt wurde eine etwas ab- 


geinderte sogenannte Rohren- | | : ) 
kiivette, auf die schon friiher! \-{ | Cae f 
hingedeutet wurde (vgl. } - y. hee = 
Abb. 1). T ae oo 


Die Kiivette ist mit de 
Khotinsky -Zement aus _ fol- 
genden Glasteilen zusammen- (/~* $ 
(dhl 
gekittet : - Pas 
2. Dremeghahn u 


A. Spiegelglasplatte : 
I 2.Wasserstrahluftpumpe 


76 <x 21 * 7mm. 
B. Objektglas: Abb. 1. 

76 « 21 &* 0.45 mm. Kiivette zur mikroskopischen Bestimmung det 
(. Zwei Glasstreifen: kataphoretischen Geschwindigkeit. 


76 4.5 = 0,45 mm. 

Der fiir die zu messende Fliissigkeit frei bleibende spaltf6rmige Raum 
mit gleichmaBiger Feldverteilung ist durch die Dicke der Kittschicht etwas 
tiefer (0.56mm). Zwei Spiegelglasblécke D. 21 15 7mm, sind an 
den beiden Enden von B aufgekittet, damit die trompetenférmigen Ansatz- 
rohren E besser an die Seitenflichen des Mittelstiickes gekittet werden 
kénnen. (Uber die graphische Ermitthing des Umladungspunktes vgl. 
friiher?.) 


' Diese Zeitschr. 248, 115, 1932, Abschn. 3. 
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Wie bekannt, ist bei jeder kataphoretischen Methodik die elektro- 
endosmotische Fliissigkeitsverschiebung lings der Kiivettenwand_ in 
technung zu setzen, infolge deren die Kataphoresegeschwindigkeit 
auf halber Hohe der Kiivette nicht gleich der wirklichen ist. Dazu 
muB man die Messungen auf ein Fiinftel der Hohe ausfiihren. Dies 
bringt eine gréBere Unsicherheit der Messung mit sich, zumal bei 
einem kleinen Einstellfehler die Geschwindigkeit stark zu- oder ab- 
nehmen kann, was auf halber Hohe praktisch wegfallt. Mit infolg: 
der dort gréBeren Geschwindigkeit ware vom Gesichtspunkte de: 
MeBtechnik aus die Messung auf halber Héhe vorzuziehen. Wir haben 
nun aber gefunden’, daB fiir die Bestimmung des Umladungspunktes 
eines hydrophilen Sols es gleichgiiltig ist, ob man auf halber oder fiinfte! 
Hohe miBt. Beispiel: Wir fiigten zu 2ccm Hexolnitratlésung von 
10 Millidquivalenten + (45 — x) cem des Wassers mit einer Staspipette 
5ecem 1,776°,iges Na-Arabinatsol und fiihrten die Messung auf beiden 
angegebenen Hoéhen aus (vgl. Abb. 2). 

Die in Tabelle I] als kataphoretische Geschwindigkeiten angegebenen 
Zahlen sind der L00Ofache Wert der reziproken Zeit? in Sekunden, dic 

Tabelle LI. 


Bestimmung der Umladungskonzentration eines Natrium- 
arabinatsols mit Hexolnitrat. 





z= Katapho- Katapho- 


in 50 cem retische retische 
vorhandene Geschwindig- Geschwindig- — - 
eem Hexol- keit auf keit auf Bemerkungen 
nitrat von halber Hohe | fiinftel Hohe 
10 Milliiquiv. (vergl. Text) | (vergl. Text) 

10 = 838 > I Sehr kleine Trépfehen, zu klein zur Beobachtung 
von Desintegrationserscheinungen. 

11 — G4 —~ 40 Ziemlich grofe Tropfen, im Gleichstromfeld 
Vakuolisation und Austritt der Vakuolen an 
der Seite der + -Elektrode. 

11,5 a 2 ~- GroBe Tropfen, Vakuolisation und Austritt wie 
oben. 

12,5 + 18 + 12 Grobe Tropfen, Vakuolisation, Austritt un- 

: deutlich, Bildung eines Kranzes sehr kleiner 
Trépfehen an der Seite der +-Elektrode. 

13 + 34 + 29 GroBe Tropfen, Vakuolisation, Austritt un- 
deutlich, doch unzweifelhafte Lage diese1 
um den Tropfen mehr nach der — -Elek 


trodenseite hin als zentral, Bildung eines 
Kranzes von kleinen Tripfehen wie oben 


15 4+ 74 + 59 Kleinere Tropfen, Vakuolisation und Kranz wie 
oben. 

18 + $88 + 64 Kleinere Tropfen, Vakuolisation und Kranz wie 
oben. 


' Schon friiher kurz angedeutet: IX. Mitteilung, diese Zeitschr. 248, 
131, 1932, S. 139. 

2 Aus wenigstens 20 durch Kommutation getrennten Einzelmessungen 
in der Weise berechnet, daB das Mittel der 20 einzelnen reziproken Zeiten 
genommen wird, wodurch man den EinfluB von geringen Konvektions- 
strOémungen am besten eliminiert. 
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fur das Durchschreiten von 10 Skalenteilen des Okularmikrometers 
bei einer an den Ag-AgCl-Elektroden angelegten Potentialdifferenz 
von 200 Volt nétig ist. 

(Es ertibrigt sich fiir unsere Zwecke eine Umrechnung aut abso- 
luten MaBstab, der iibrigens aus den bekannten Dimensionen des 
Mittelsttickes, Lange 76mm, der Kiivette, der mit Sonden ausge- 
messenen Fraktion, 78.5°,. der angelegten Potentialdifterenz. die tiber 
diesem Mittelstiick sich einstellt, und aus der bekannten Vergroberung 
leicht zu berechnen ist.) Bei den von uns gewahliten Bedingungen be 
deutet die Zahl 100 eine kataphoretische Geschwindigkeit von 0,58 j0 sec 
. Volt em. 

In Abb. 2 sind die MeBergebnisse von Tabelle IT eingetragen. Aus 
ihnen ist zu ersehen, daB die Kataphoresegeschwindigkeit auf ' ; Hohe 
sowohl bei den negativen als auch bei 
den positiven Tropfen kleiner ist als | Va ene Goeeee aa a = 
auf ', Hohe, und daB der Schnitt- 
punkt der beiden Kurven gerade beim 
Umladungspunkt liegt. 


Y 


Weitere unabhaingige Beweise fiir 
die Richtigkeit der auf halber Hohe 
gemessenen Umladung sind aus den 
Bemerkungen von Tabelle II zu ent- 
nehmen, namlich: 


——— 
> 
! 
{ 
; 


Nataphorer. Geschwindigkeit 
rm ‘ 
Ss 





1. Rund um den Durchschnitts- 100-— 
punkt der beiden Kurven mit dem ie 
Nullniveau ist auch die Tropfenver- wl | 
einigung zu einem gréBberen Betrage "iponn tetadaeag 130 
vorgeschritten. porags 

2. Die Richtung, in der einige Ein- Umladung des Na-Arabinates mit 


Hexolnitrat (Messung auf halber 
und fiinftel Kiivettenhéhe fiihrt zu 
nung! erfolgen (nicht alle Einzelheiten demselben Ergebnis 


zelheiten der  Desintegrationserschei- 


treten bei den immerhin noch relativ 

kleinen Tropfen, die sich alsbald nach dem Fiillen der kataphore- 
tischen Kiivette auf ihrer Bodenflache absetzen, auf, wohl aber 
bei betrachtlich gréBeren), kehrt auch gerade beim Nullniveau um 


Der Verlauf der Kurven von Abb. 2 kann wie folgt erklart werden: 
Hydrophile Sole bilden bekanntlich sehr leicht an einer vorhandenen 
Makrogrenzflache (hier an der Glaswand der Kiivette, man denke = im 
iibrigen an die Filmbildung, die an Chloroform und anderen organischen 


' Bei den Autokomplexkoazervaten treten dieselben Desintegrations- 
erscheinungen auf, wie wir diese zuerst bei den gewéhnlichen Komplex- 
koazervaten (diese Zeitschr. 221, 403, 1930. Abschn. 5) beschrieben. vel. 
diese Zeitschr. 235, 185, 1931, Abschn. 2. 
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Fliissigkeitstropten leicht demonstriert! werden kann) ein) Adsorptions 
hautchen von Micellen. Es ist nicht mehr als wahrscheinlich, daB diese 
adsorbierten Micellen dasselbe Ladungszeichen besitzen werden wie dic 
Micellen des Sols. Infolgedessen kehrt bei Umladung des Solteilchens 
auch die elektroendosmotische Fliissigkeitsstromung langs der Kiivetten- 
wand in ihrer Richtung um, und beim Umladungspunkt kommt letzter 
ganz zum Stehen. Das eine wie das andere hat zur Folge, dali die beiden 
Kurven von Abb. 2 einander gerade beim Nullpunkt schneiden. 

Graphisch ermittelt man aus Abb. 2, daB Umladung erfolgt bei 
log x = 1,084, d.h. x — 12,13 cem, woraus sich die reziproke Hexol- 
zahl 731 berechnet. DaBb der Unterschied zwischen letzterer Zah! 
und dem elektrochemischen Aquivalentgewicht (rund 1200) von ganz 
anderer GroBenordnung ist als etwaige Unsicherheiten bei der Inter- 
polation der Abb. 2, erhellt daraus, daB eine hiermit aquivalente Hexol- 
nitratmenge etwa 7,39ccem betragt, d.h. bei einem Abszissenwert 
(log x = 0,869) zu suchen ist, der weit mehr nach links liegt als der- 
jenige, mit dem Abb. 2 anfangt. 


». Die reziproke Hexolzah! der hergestellten Arabinate, der Arabinsiiure 
und des Arabinatkolloidions. 

Fiir die Bestimmung der reziproken Hexolzahl (Anzahl Gramm 
Kolloidsubstanz, fiir deren Umladung eine Anlagerung von 1 Gramm- 
aquivalent Hexolionen eben ausreicht) wurden etwa 1,5°,ige Sole 
benutzt. 

y ° . . a hl y 

(Cher die genauen Konzentrationen vgl. Tabelle III.) Und zwar 
verfuhren wir in der Weise, daB wir zu einer Reihe von in ausgedimpften 
Jenaer Kélbchen hergestellten Gemischen von der Zusammensetzung : 
xecem Hexolnitratlésung von 10 Milliaquivalenten im Liter — 45 ccm 
destilliertes Wasser, je mit einer Staspipette 5cem Sol hinzufiigten 
und die kataphoretische Geschwindigkeit der Koazervattrépfchen in 
der oben beschriebenen Weise bestimmten. 

In einigen Fallen ist es fiir die genaue Bestimmung von kleinen Ge- 
schwindigkeiten, um Stérungen zu vermeiden. angemessener, mit einer 
kleineren an die Ag-AgCl-Elektroden angelegten Potentialdifferenz. z. B. 
mit nur 100 Volt, die Messung durchzufiihren. Diese Geschwindigkeiten 
sind in der Tabelle ebenfalls auf 200 Volt umgerechnet. Die Trocken- 
gewichtsbestimmungen wurden in der Weise vorgenommen, da wir in 
drei Nickeltrockenschalen zweimal je 5ccm Sol (mit derselben Staspipette. 
wie sie fiir die Herstellung der obigen Gemische benutzt wurde) brachten, 
sodann wogen (die Summe gibt den sechsfachen Wert des Pipettenauslaufes). 
auf dem Wasserbad eindampften und 2 Stunden bei 130° trockneten. 

Die Mittelwerte der gew6hnlich nur um einige Promille des ab- 
soluten Wertes unter sich verschiedenen Einzelwerte des Pipetten- 


1 Diese Zeitschr. 232, 338, 1931. 
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auslaufes und der Solkonzentration sind in der Tabelle aufgenommen. 
Durch graphische Interpolation ermittelten wir den Wert von X, bei 
der der Umladungspunkt eben erreicht ist. Aus diesen Werten labt 
sich sogleich die gesuchte reziproke Hexolzahl berechnen nach der Forme! : 
PipettenausfluB . Solkonzentration 

X 


Das Versuchsmaterial ist in Tabelle II] verzeichnet. 


Rez. Hexolzahl 1000 - 


Tabelle III. 


Reziproke Hexolzahl des Arabinatkolloidions. 





‘ Pipetten- lez 7 “x0 
Kolloidsubstanz Solkone. ausflut \ BG = or dich. 
0, g zahl kolloidions versuch) 
Arabinsaure . . . 1.675 4.995 902 92s 927 3.66 
Arabinsaure neutra- 
lisiert (vgl. Text) 1,675 4,995 11,67 717 716 6.22 
Na-Arabinat. . .. 1,776 4,993 213 7 717 6.34 
NH,-Arabinat .. . 1,710 4.988 12,02 711 701 6.29 
Sr-Arabinat . .. . 1,665 5,012 11,48 727 702 5,97 
Luteokobaltarabinat 1.565 5,003 10,89 719 687 7.40 
Im Mittel (ohne Beriicksichtigung der Arabinsiure): 705 


Aus ihr ist ersichtlich, daB die reziproken Hexolzahlen der Na-, 
Ammonium-, Sr- und Luteokobaltarabinate annahernd gleich sind, 
daB jedoch fiir Arabinsaure eine bedeutend héhere Zahl erhalten wurde. 
Es bestand hier aber die Méglichkeit, daB jene Zahl vielleicht nicht 
vertrauenswiurdig ist, weil fiir die Herstellung der Sole eine Kochdauer 
von 45 Minuten erforderlich war. Es hatte dabei eine partielle Zer- 
setzung durch Hydrolyse unter EinfluB der H-Ionen der Arabinsidure 
selbst eintreten kénnen. Die Priifung der Sole auf reduzierende Zucker 
wies aber héchstens auf eine nur geringfiigige Hydrolyse hin. Einen 
Hinweis darauf, da die erhaltene Hexolzahl von rund 900 fiir die 
Arabinsiure nicht durch Zersetzung entstellt, sondern wirklich ist, 
ergibt sich daraus, daB nach Uberfiihrung der Arabinsiiure in Na- 
Arabinat wieder rund 700 gefunden wurde: 

5ecm Arabinsiuresol verbrauchten 6.63 com 0.00925 n Natron- 
lauge, um Bromthymolblau auf Zwischenfarbe zu bringen. 

Es wurden also Gemische hergestellt von der Zusammensetzung: 
5 cem H-Arabinatsol — 6.63 cem 0.00925 n Natronlauge + 2eem Hexol- 
nitratl6sung von 10 Milliaquivalenten in 1 (38,37 x)ecem destil- 
lierten Wassers und die kataphoretische Geschwindigkeit der Koazervat- 
trépfchen ermittelt. Die Umladung erfolgte nur bei X 11,67. Daraus 
berechnet sich die reziproke Hexolzahl (bezogen auf Arabinsaure) zu 717. 
Die bis jetzt erhaltenen reziproken Hexolzahlen beziehen sich noch 
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immer auf die Arabinatkolloidionen zuziglich ihrer Gegenionen 
theoretisch ist aber besonders die reziproke Hexolzahl des Arabinat- 
kolloidions selbst von Bedeutung. Da dieselbe rund 700, das Aqui- 
valentgewicht rund 1200 betragt, miissen wir 7 ,, Aquivalent- 
gewicht des Kations in Abzug bringen. Aus der Tabelle (Spalte 6) 
ist zu entnehmen, da® fiir die reziproke Hexolzahl des Arabinat- 
kolloidions eine befriedigend konstante Zahl erhalten wird, abgesehen 
von der stark abweichenden Zahl der Arabinsiure selbst. Die etwas 
zu niedrige Zahl, die man aus den Versuchen mit Luteokobaltarabinat 
berechnet, ist zum Teil wohl auf die Zersetzung dieser Substanz 
bei der Trockengewichtsbestimmung zuriickzufiihren (wie auch in 
Abschnitt 3 das berechnete Aquivalentgewicht zu niedrig ausfiillt). 


6. Die Nichtiibereinstimmung von reziproker Hexolzahl und elektrochemischem 
Aquivalentgewicht. 

Das Vorangehende kurz zusammenfassend, stellen wir folgenden 
Widerspruch fest: Die Analysen der hergestellten Praparate weisen 
darauf hin, daB es sich um ausgesprochene Kolloidelektrolyte: Arabin- 
siure und deren neutrale Salze handelt. Das elektrochemische Aqui- 
valentgewicht des Arabinatkolloidions betragt etwa 1200. Die Um- 
ladung mit Hexolnitrat weist dagegen auf ein scheinbares Aquivalent- 
gewicht (reziproke Hexolzahl) der neutralen Arabinate von etwa 700, 
der Arabinsiure selbst von einem zwischen 700 und 1200 liegenden 
Wert hin. 

Es scheint uns nun eine wohlbekannte Tatsache, daB namlich 
vollkommen neutrale Substanzen (d.h. ohne ionogene Gruppen), wie 
Naphthalin, in Beriithrung mit Wasser eine negative kapillarelektrische 
Ladung erhalten!, eine Erklarungsméglichkeit unseres Widerspruchs 
zu zeigen. Es ist kein Grund, einzusehen, warum eine solche negative 
Aufladung an den neutralen Stellen (d. h. also zwischen den ionogenen 
Stellen des Arabinatkolloidions) des Arabinatteilchens ausbleiben 
sollte. Nach dieser Vorstellung ist die urspriingliche negative Ladung 
des Teilchens nicht nur ionogener Natur, sondern daneben zum _ be- 
trichtlichen Teil auch rein kapillarer Natur, indem etwa OH-Ionen ad- 
sorbiert werden und ebenfalls Zentren negativer kapillarelektrischer 
Ladung darstellen. Zur Erreichung der kataphoretischen Nulladung 
miissen also iiber die elektrochemische Aquivalenz hinaus weitere 
Hexolionen angelagert werden, um auch die negative Aufladung durch 


‘Vel. H.R. Kruyt u. J.J. Went, Proc. Acad. Sci. Amsterdam $4. 
1007, 1931: Anilin, /-Naphthylamin, 9-Aminoanthracen erhalten in Be- 
riihrung mit Wasser eine negative kapillarelektrische Ladung. Hier ist die 
schwach dissoziierte NH,-Gruppe nicht einmal befahigt, die negative Aut- 
ladung durch das Wasser zu kompensieren. 
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das Wasser nach auBen eben zu kompensieren, d.h. die reziproke 
Hexolzahl ist kleiner als das elektrochemische Aquivalentgewicht 
Es ist nun gleichzeitig verstandlich, daB die Hexolzahl der Arabin- 
sdure (927) die einzige in der Tabelle II] wt, die sich von den iibrigen 
(rund 700) stark unterscheidet. Wahrend die auf ein Zehntel verdiinnten 
Sole der Arabinate ein py nicht weit von dem des von uns benutzten 
destillierten Wassers aufwiesen, vgl. Spalte 7 der Tabelle (kolorimetrische 
Methode nach Michaelis), ist das Arabinsiuresol ziemlich stark sauer 
(pu — 3,66). Folglich muB die OH-lonenaufladung in diesem Milieu 
weniger stark sein als bei pu 6. 

Es ist somit zu erwarten, daB die reziproke Hexolzahl abhangig 
sein muB vom px und bei geniigend niedrigem px asymptotisch bis 
etwa 1200 ansteigen kann. Diese Erwartung wird, wenigstens was das 
Ansteigen betrifft, bestatigt durch die Bestimmung der Umladung 
von Arabinsiuresolen verschiedener Endkonzentration: Bei Variation 
der Solkonzentration andert sich ja auch das py. Im Gegensatz zu 
den neutralen Arabinaten wird nun bei den verschiedenen Verdiinnungen 
nicht dieselbe, sondern jedesmal eine andere reziproke Hexolzah| 
erhalten. Vgl. Tabelle und Abb. 3. 


Tabelle IV. 
Anderung der reziproken Hexolzahl der Arabinséure mit det 
Verdiinnung. 





Endkonzentration 


der Arabinsiure PH Reziproke Hexolzahl 
in Gew.-°/, (Nullversuch) 
0.4996 3,02 1189 
0.1675 3,66 927 
0.04254 4.30 740 


Die Tabelle zeigt, daB die reziproke Hexolzahl vom Werte in der 
GréBenordnung 700 auf 1200 sich in einem engen py-Trajekt vollzieht. 
Eine weitere Fortsetzung nach noch niedrigeren py-Werten, woraus 
erst ersichtlich werden konnte, ob der Anstieg bei dem Wert 1200 
wirklich zu Ende ist, ist leider nicht ausfiihrbar, da dann die Koazervation 
ausbleibt. (Schon bei py = 3,02 war sie nur noch als enges Trajekt 
schwach vorhanden.) Damit soll unterstrichen werden, daB die Lisung 
des Widerspruchs reziproke Hexolzahl elektrochemisches Aquivalent- 
gewicht durch die Hypothese der OH’-Ionenaufladung hiermit experi- 
mentell noch nicht erbracht ist. Doch halten wir sie anderen Er- 
klarungsméglichkeiten gegeniiber fiir die wahrscheinlichere. Fiir die 
fruchtbare Fortsetzung dieser Diskussion (in der XX. Mitteilung diese: 
Reihe) sind aber weitere experimentelle Befunde, die in der niachst- 
folgenden Mitteilung veréffentlicht werden sollen, unentbehrlich 
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Auch ohne Variation der Kolloidendkonzentration laBt sich die py-Al 
hangigkeit der reziproken Hexolzahl nachweisen. 

Es wurde bei konstant gehaltener Arabinsdureendkonzentration durc!} 
Zugabe von geringen Mengen Natronlauge bzw. Salzsiure das py im End 
gemisch variiert, vel. Tabelle V. 


Tabelle V. 
Eintlub von zugesetzter Natronlauge bzw. Salzsaure auf di: 
reziproke Hexolzahl. 





Endkonzentration > Reziproke Hexolzahl 

an Arabinsiure : PH bezogen auf Arabin- 
in Gew.-0 9 (Nullversuch) siiure 
0,04254 4,51 727 
004254 4.30 740 
0,04254 3.90 752 
0,04254 3,71 763 
0,04254 3,18 807 


Der bet py = 4,51 erhaltene Wert ist nur noch wenig héher als der 
jenige (717), den wir bei py 6,22 (Tabelle II], Zeile 2) erhielten. 


Man braucht nun auch nicht unbedingt von einem Arabinsiiureso! 
auszugehen, um die Erhéhung der reziproken Hexolzahl bei Erniedrigung 
des py zu zeigen, wie folgende Versuche mit einem Arabinatsol, zu dem wit 
wechselnde Mengen Essigsiure bzw. Salzsaiure zusetzten, erkennen lassen: 

Leider konnten wir damit nicht weit gehen, da kurz unter py 3 
die Sauren schon Aufhebung der Koazervation hervorriefen. 

Die Gemische hatten folgende Zusammensetzung : 

3cem Na-Arabinatsol 0,340°, + 5cem Essigsiure bzw. Salzsiaure- 
lésung variierter Konzentration + Y cem Hexolnitratl6ésung + (42-¥) cem 
destilliertes Wasser. Das py entsprechender Sol-Wassergemische wurde 
mit der Wasserstoffelektrode bestimmt. Die Versuchsergebnisse sind in 
Tabelle VI zusammengestellt. 


Tabelle VI. 


Einflu®B von zugesetzter Essigsaure, Salzsaure bzw. von Kalium- 
chlorid auf die Hexolzahl. 





3 o } PR bzw. Rez. Hexolzahl bezogen auf 
Sei Cte log ¢ K Cl ‘ Na-Arabinat Arabinsaure 
Nullversuch . 2... 6.21 5,52 721 707 
| 4.81 5,57 715 701 
Kssigsiiure 3,83 5,42 735 721 
| 344 5.08 784 769 
Salzsiure +--+ + +: + 4.27 5,47 128 “14 
” | 3,32 5.91 795 780 
Kaliumehlorid 3,00 5,83 (683) (670) 
‘ 2,52 6.40 (622) (610) 


Zu den beiden vorangehenden Tabellen V und VI. deren Daten eben 
falls in Abb. 3 eingetragen sind, ist noch zu bemerken, dali zwar Erniedrigung 
des py eine Erhéhung der reziproken Hexolzahl zur Folge hat, daB sie aber 
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bedeutend gegentiber derjenigen von Tabelle IV zurtickbleibt, was daraus 
zu erklaren ist, daB in Tabelle Vound VI ftir die py Anderung Klektrolyte 
hinzugefiigt wurden. Neutrale Elektrolyte rufen ja, wie frither gezeigt ! 
wurde, eine absolute Negativierung hervor, die besonders vor Anion 
vusgeht. Um dies nochmals zu zeigen, wurde in den Versuchsreihen det 
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Rez. Hexolzahl und py 


Tabelle VI auch der EinfluB von 1 und 3 Milliaquivalenten Kaliumehlorid 
auf die benétigte Hexolionenmenge zur Erreichung des Umladungspunktes 
verfolgt und das Ergebnis in Spalte 4 als reziproke Hexolzahl berechnet, 
um einen Vergleich mit dem EinfluB steigender H-lonenkonzentration zu 
ermoéglichen. Dies ist zwar theoretisch bedenklich, denn es andert sich 
nicht so sehr die reziproke Hexolzahl, wie die verschwindend geringe Gleich- 
gewichtskonzentration der Hexolionen durch ein zugetfiigtes Neutralsalz 
zu einem endlichen Wert ansteigt. (Eben durch den letzteren Umstand 
steigt also vornehmlich Y an.) Abb. 3 zeigt aber nun deutlich die Sonder- 
stellung der hinzugefiigten Saéuren (Essig-. Salzsiure) im Vergleich mit 
neutralen Salzen (KCl). Die Sonderstellung ist. wie oben auseinander- 
gesetzt, auf die Erniedrigung des py zuriickzufiihren. Da aber auch im 
Falle der zugesetzten Sauren Anionen zugefiigt sind, auf deren stark negati- 
vierende Wirkung wir oben hinwiesen, ist es begreiflich, da® die Erhéhung 
der reziproken Hexolzahl hier nicht jene Betrage annehmen kann. wie in 
Tabelle [V. wo lediglich durch Wahl einer héheren Arabinsaurekonzent ration 
die py-Senkung erreicht wurde. 


Zusammenfassung. 

1. Die Herstellung von Arabinsiiure, Na-, NH,-, Sr-, Luteokobalt- 
und Hexolarabinat wird beschrieben. 

2. Die Analysen dieser Praparate weisen darauf hin, das das 
elektrochemische Aquivalentgewicht des Arabinatkolloidions etwa 1200 
betragt. Diese Zahl schlieBt sich eng an den Befund von Thomas und 
Murray (Aquivalentgewicht der Arabinséiure 1177) an. 


1 XV. Mitteilung. diese Zeitschr. 259. 436. 1933, daselbst Abschin. 4. 
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3. Die Umladung mit Hexolnitrat der Sole obiger neutrale; 
Arabinate (auBer Hexolarabinat, das nicht unzersetzt peptisiert werde 
konnte) weist dagegen auf ein scheinbares Aquivalentgewicht des 
Arabinatkolloidions von rund 700 hin. 

4. Die Umladung von Solen der Arabinsiure mit Hexolnitrat 
gibt je nach der Verdiinnung und der damit verkniipften py-Anderung 
wechselnde Werte fiir das scheinbare Aquivalentgewicht: Bei py 3 
schlieBt dasselbe sich praktisch an das elektrochemische Aquivalent 
gewicht an, sinkt im pu-Trajekt von 3 bis 4 rasch ab und nihert sich 
bei pu = 4.3 schon stark dem Werte, der fiir die neutralen Arabinate 
charakteristisch ist. 

5. Zur Erklarung von 3. und 4. wird auf die negative Aufladung 
die vollkommen neutrale Kérper in Beritihrung mit neutralem Wasse: 
erfahren, hingewiesen. Sie fiihrt zu der (vorlaiufigen) Arbeitshypothese 
daB die negative Ladung der Arabinatteilchen bei neutraler, ja selbst 
schwach saurer Reaktion (py = 7 bis 4,5) nicht nur ionogener Natu 
ist, sondern daneben zum Teil von der negativen Aufladung durch 
adsorbierte OH-Ionen an neutrale Stellen des Teilchens (d. h. zwischen 


den ionogenen Stellen) herriihrt. 

6. Diesem Schlu8 kommt eine allgemeine Bedeutung zu. Dieselbe 
Sachlage wie bei den Arabinaten findet sich z. B. auch beim Natrium- 
nucleinat- und beim Ba-Chondroitinsulfatsol vor. 
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Uber das Vorkommen von Amylase, Invertase und Protease im 
Huhn, in Hydrochelidon Nigra L. und im Vanellus vanellus L. 


Von 
A. Bernardi und M. A. Sehwarz. 


Aus dem Pharmak.-chemischen Institut der kénigl. Universitat Bologna.) 
(Eingegangen am 3. April 1933.) 

In Fortsetzung unserer Studien wollten wir unsere Versuche auf 
einen Vogel ausdehnen, der sich in seiner Nahrung véllig vom Huhn! 
und von der Hydrochelidon Nigra L. unterscheidet*. Es ist uns gelungen, 
eine gréBere Anzahl von Vanellus vanellus L., einem ausgezeichneten 
Flugvogel, zu erhalten, der sich ausschlieBlich von Insekten nahrt*. 
Aus den ausgefiihrten Versuchen, die wir gleich niaiher beschreiben, 
ergibt sich das Vorkommen einer Amylase mehr oder weniger deutlich 
in den Glycerinextrakten des Vorder-, Mittel- und Hinterdarmes, 
des Pankreas und der Brust, wihrend sie im Glycerinextrakt der 
Keratoidschicht, der Schenkelmuskel und des Blates vollig  fehlt. 

In denselben Glycerinextrakten wurde auch das Vorkommen einer 
Invertase festgestellt, die nach 28 Tagen ihre Maximalwirkung erreicht 
Als geeignetste Zuckerkonzentration erwies sich 2,5 °,, fir den Glycerin- 
extrakt der Keratoidschicht, 5°, fiir den Glycerinextrakt der Brust 
und des Hinterdarmes, 10°, fiir den Glycerinextrakt des Vorder- 
und Mitteldarmes, der Schenkelmuskel und des Pankreas. 

Die bereits friiher erwihnte Tatsache, da die Invertase des 
Glycerinextraktes des Huhnes und der Hydrochelidon Nigra L. ihre 
stirkste Wirkung erreicht, wenn ein Gleichgewichtszustand zwischen 
der Konzentration des Ferments und der Zuckerlésung herrscht, be- 
statigt sich auch in diesem Falle. 

Es wurden auch Versuche angestellt, um zu erkennen, ob sich 
in den oben erwahnten Glycerinextrakten, die in bestimmten Bedin- 
gungen bei 38° im Thermostaten gehalten wurden, eine Protease nach- 


} Diese Zeitschr. 253, 383, 1932; 256, 406, 1932. 

* Ebenda 260, 369, 1933. 

8 Die Uberreste der im Kaumagen vorgefundenen Speisereste be- 
standen in Fliigeln kleiner Coleopteren, wahrscheinlich Carabiden. 
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weisen libt. Aus diesen Versuchen ergibt sich, daB in den Glycerin 
extrakten der Brust, der Schenkelmuske!, des Vorderdarmes, des Pan- 
kreas, des Mittel- und Hinterdarmes von Vanellus vanellus keine Pro 
tease vorkommt, die in alkalischem Mittel frisch koaguliertes Eiereiweil) 
angreift. Es ergibt sich ferner, daB in den Glycerinextrakten det 
Keratoidschicht Protease fehlt: daB das EiereiweiB vom Glycerin 
extrakt des Blutes sehr schwach angegriffen wird, mit Ninhydrin aber 
immerhin nach einiger Zeit Blaufirbung gibt. 

Der Vergleich der mit den verschiedenen Glycerinextrakten von 
Huhn, Hydrochelidon Nigra L. und Vanellus vanellus L. nachgewiesenen 
Fermente, ergibt sich klar aus der folgenden Tabelle. 





Vorkommen von 


Glycerinextrakt Amylase Invertase Protease 
_ Hydro- Vanel- Hydro- Vanel- | Hydro-| Vane! 
Huhn. cheli- lus Huhn  cheli- lus Huhn | cheli- lus 
don N. van. don N. van |don N.| van. 
Be 3 2s) “a be. — + — + } As 2 ee 
Diet... 6. ws | + - + + + te ee 
Schenkelmuskel .  — + = + = + + af A 
Vorderdarm . + fs i. 
Kaumagenmuskel —_ oe “4. + ee de 
Schleimhaut des 
Kaumagens + + +. ES . J 
Keratoidschicht oe + _ -. + 4 oes ae 
Mitteldarm + + 4 \ ake + 
Pankreas + 4. Ee si rs ae 
Hinterdarm +4 ee a 4 + 1 


Was das Fehlen der Fermente in den Glycerinextrakten der ein- 
zelnen Keratoidmembranen anbelangt, entspricht dies wohl der Struktur 
dieser Hornschicht. Das Fehlen der Fermente in den Glycerinextrakten 
der verschiedenen Muskel 1éBt sich vielleicht erst nach Bestimmung 
der in den einzelnen Muskeln vorhandenen Milchsiéiure erklaren. 


Experimenteller Teil. 


Mehreren Vanellus vanellus L., die im Netz gefangen und durch E1 
sticken geté6tet wurden, zog man sorgfaltigst die Federn aus, léste Brust 
und Schenkelmuskel los, 6ffnete alsdann Brust- und Bauchhéhle durch 
Langs- und Querschnitt, um den Darm frei zulegen. Man trennte Vorder-. 
Mittel- und Hinterdarm. Man sammelte das in der Herzvorkammer ge- 
staute Blut und trocknete es im Thermostaten bei 37°. Brust und Schenke!l- 
muskel reinigte man aufs sorgfaltigste von Fett, Muskelfasern und Apo- 
neurose, wusch sie rasch mit destilliertem Wasser und trocknete sie im 
Thermostaten bei 37°. Nachdem die einzelnen Teile so getrocknet worden 
waren, verrieb man sie mit sterilisiertem Quarzsand und fiigte dann Glycerin 
hinzu. Das Gemisch wurde ungefaihr 1 Monat im Thermostaten gehalten. 
Alle Glycerinextrakte waren mehr oder weniger gelb gefarbt, reagierten 
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gegen Lackmus sauer mit Ausnahme der Glycerinextrakte der Keratoid- 
schicht, des Pankreas und des Blutes, die neutral reagierten. Nur die 
Glycerinextrakte der Brust und des mittleren Darmes waren triib, alle 
iibrigen waren vollig klar. Alle Ausziige hatten einen starken eigenartigen 
Geruch. 

Untersuchung der Amylase. 


Man mischte je | ecem der verschiedenen Glycerinextrakte mit 5 cem 
1° jig. Starkel6sung und brachte die so bereiteten Proberéhrchen zuerst 
in frisches Wasser, dann in ein auf 40° erwarmtes Wasserbad. und zwat 
zuerst jene, die 240 Minuten reagieren sollten, dann jede ! , Stunde der Reihe 
nach alle tibrigen. Nach 240 Minuten wurden alle Prober6hrcehen gleichzeitig 
aus dem Wasserbad herausgenommen, in Eiswasser getaucht und einige 
Zeit ruhen gelassen; dann fiigte man jeder Probe 2 Tropten einer 0,025 ° i 
Jodlésung hinzu. Man erhielt so folgende Resultate. 


uy 


Mischung von 5cem 1°, ig. Starkel6sung. 





, ; Wirkungsdauer in Minuten 
Glycerinextrakt von 


30 60 bn 120 150 180 210 240) 


PR ae tee ice aes ae Blaufarbung * 
Speiserdhre, Drisenmagen, Schleim- 

haut und Muskel des Kaumagens | blauviolett sehwach rosa 
Keratoidschicht ......... Blaufarbung 
Mitteldarm . . . Big aa eo oe schwach rosa 
Ng a sew. se AR, pe oes farblos 
Peeeter@arm . 1. wt ks .  blau rotlich violett 
Brustmuskel . . ; we ee violett 
Sohenkelmuskel .......2+% Blaufarbung 
Blindversuch (leem Glycerin und 

5eem 1% ig. StarkelOsung). . . Blaufarbung 


* Die rote Farbe des Auszuges erschwerte das Feststellen der Reaktion. Wir beob- 
achteten deshalb die Farbe, die man erhalt, wenn man Jodlésung hinzufitigt, ohne das Probe- 
rdhrchen zu schiitteln, so daB sich gleichsam ein Ring bildet. 


Es ist wohl unniitz hinzuzufiigen, dafi man alle Sorgfalt daraut ver 
wendete, um Fehlerquellen zu vermeiden; so sterilisierte man die Grefaibe T, 
wie die Starkelésung. Alle Proben wurden gleichzeitig abgekiihIt. Schliisse. 
die sich aus den. Resultaten dieser Versuche ergeben, sind in der oben an 
gefiihrten Tabelle zusammengestellt. 


Untersuchungen der Invertase. 


Man verwendete einen Teil der gleichen Glycerinextrakte, die zur 
Untersuchung der Amylase dienten. Man brachte in neutrale und sterilisierte 
Glaskélbchen ein Gemisch von je ©,5c¢em eines Glycerinauszuges und 
50 cem einer yollkommen reinen Rohrzuckerlésung (2.5—-5—10°,,) und lie 
es im Thermostaten bei 37° 28 Tage ruhen. 

Alle 7 Tage entnahm man jeder Mischung eine Probe von je 5 cem 
und stellte mit frisch bereiteter Fehlingscher Lésung die Menge gebildeten 
Invertzuckers fest. 

Es sei besonders hervorgehoben, daii die Ausziige. die saure Reaktion 
hatten, mit n/100 NaOH neutralisiert wurden (Lackmus als Indikator). 
Alle Mischungen triibten sich wiaihrend der Einwirkung. 
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I. Grlycerinextrakt der Speiseréhre., des Driisenmagens, des 


Dieser 


Muskels und der 


ist voOllig klar, hat saure Reaktion, ist 


gefarbt und hat eigenartigen Geruch. 


Schleimhaut des Kaumagens., 


rotlich-gelh 





Konzentration der Zuckerlisung 


2,50 5%)5 10% 9 
Wirkungsdauer - 
Verbrauch Fehlingscher Lisung 
ecm cem cem 
7 Tage 3 2 Spuren 

14 11 y 15 
21 19 34 26 
28 25 47.5 60 


Maximalwirkung 


nach 28 Tagen 


bei der 10° ig. Rohrzuckerlésung. 


Giyvcerinextrakt der Keratoidschicht. 


Dieser Auszug ist vollig klar, hat neutrale Reaktion, ist schwach gelb 


yvetarbt, fast geruchlos. 





Konzentration der Zuckerlisung 


9. ) 5 0 100 ( 
Wirkungsdauer 
Verbrauch Fehlingscher Lésung 
ecem ecm cem 
7 Tage 3 3,2 6 

14 “ 6 6 7.5 
21 22.5 17,5 17,5 
28 22.5 20 17,5 


Maximalwirkung nach 28 Tagen bei der 2.5 ° ig. Rohrzuckerlésung. 


Hil. Glyecerinextrakt des Mitteldarmes. 


Dieser Extrakt ist triibe, hat saure Reaktion, ist gelbrot gefarbt. hat 
starken, eigenartigen Geruch. 





Konzentration der Zuckerlésung 


“2.50 0 50), 400), ; 
Wirkungsdauer ——-—- in = eth. AS 


Verbrauch Frh/ingscher Lisung 


ecm ecm ecm 

7 Tage 3 2,2 5,7 
14, 8,5 12.5 12.5 
21 22.5 35 47.5 
28 30 35 47.5 


Maximalwirkung nach 28 Tagen 


bei der 10 °oig. Rohrzuckerlésung. 
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IV. Glycerinextrakt des Pankreas. 


Dieser Auszug hat neutrale Reaktion, ist véllig klar, hat dunkelgelbe 
Farbe, starken Geruch nach Fett. 





Konzentration der Zuckerlisung 


2,5 ¢ 50 100 
Wirkungsdauer —_—_——— 
Verbrauch Fehlingscher Lésung 


ecm cem ecm 

Tc ee ce Spuren 2,2 3.8 
— « buts emia rae 12,5 12.5 18 
21 “ Ser a. a ee oe 14 18 45 

EE ee eer ee a emer 17,5 22.5 55.8 


Maximalwirkung nach 28 Tagen bei der 10° ,ig. Rohrzuckerlésung. 


V. Glycerinextrakt des Hinterdarmes. 


Dieser Auszug ist vollig klar. hat saure Reaktion, ist gelblich-rot 
gefarbt, hat eigenartigen Geruch. 





Konzentration der Zuckerlisung 


250), 50, 10° 
Wirkungsdauer 
Verbrauch Fehlingscher Lisung 


ecm ecm ecm 
7 Tage Spuren 12 y 
Bre Act ree 5 ar ri 17,5 17 
Be ee ee ates ine 27.5 70 62.5 
ao ae oon oe a 30 80 75 


Maximalwirkung bei der 5° ,ig. Rohrzuckerl6sung nach 28 Tagen. 


VI. Glycerinextrakt der Brust. 
Dieser Auszug ist triibe, hat saure Reaktion, ist rot gefarbt, hat eigen- 
artigen aromatischen Geruch. 





Konzentration der Zuckerlisung 


2.50 5 ¢ le 
Wirkungsdauer . 
Verbrauch Fehlingscher Lisung 





eem ecm ecm 

i Tage ; 4 Spuren 5,2 
14 - +) 7.5 10 
ae ‘ , 17.5 32,5 30 

ee ee eee 22,5 40 37,5 


Maximalwirkung bei der 5° ig. 


Rohrzuckerl6sung nach 


28 Tagen. 


12* 








180 A. Bernardi u. M. A. Schwarz. 


VIL. Glycerinextrakt der Schenkelmuskel. 
Dieser Auszug hat schwach saure Reaktion, ist v6llig klar, rétlich 
gefarbt, hat starken eigenartigen Geruch. 





Konzentration der Zuckerlisung 





2,5 0 0 5° 0 10° 0 
Wirkungsdauer —_— — ————<<————————_— - 
Verbrauch Fehlingscher Lisung 
ecm  eem ecm 
ES on ae wi 6,8 3,8 2,8 
2 ae eee 15 13,5 5 
a a eee 20,8 22,5 47,5 
Be Hie day ob ee cee 25 37 52,5 


Maximalwirkung bei der 10° ig. Rohrzuckerlésung nach 28 Tagen. 


Es ist wohl iiberfliissig, zu erwihnen, daB zum Vergleich stets Blind- 
versuche angestellt wurden. 


Untersuchung der Protease. 

Zu diesen Versuchen diente ein Teil der tiblichen Glycerinausziige. 
Man brachte in sterilisierte Glaskélbchen 1 ccm des zu untersuchenden 
Glycerinauszuges, 20 ccm sterilisiertes destilliertes Wasser und ein Stiickchen 
(0,2 g) koaguliertes EiereiweiBb, dessen Rander scharf geschnitten worden 
waren!. Die so bereiteten Lésungen lie} man im Thermostaten bei 37° 
60 Stunden ruhen. Diesen Versuch wiederholte man in alkalischer NaOH- 
Lésung (0,05°%)) und in saurer HCl-Lésung (0,05). Daraus ergibt sich, 
daB das EiweiB in saurer und in neutraler Lésung von der Protease nicht 
angegriffen wird; in alkalischer Lésung wird das EiereiweiB hingegen von 
den Glycerinextrakten mit Ausnahme von dem der Keratoidschicht stark 
angegriffen; die einzelnen Filtrate geben mit Ninhydrin mehr oder weniger 
deutliche Blaufairbung. Blindversuche bestatigen diese Versuche. 


Zusammenfassung. 

In den verschiedenen Kérperteilen des Vanellus vanellus kommt 
Amylase, Invertase und Protease vor: diese Fermente sind, wie folgt, 
verteilt: Amylase kommt in den Glycerinextrakten der Brust, des 
Vorderdarmes, Mitteldarmes, des Pankreas, des Hinterdarmes vor; sic 
fehlt in den Glycerinextrakten des Blutes, der Keratoidschicht und 
der Schenkelmuskel. Invertase kommt in allen oben erwahnten 
Glycerinextrakten vor. Protease kommt gleichfalls in den oben 
erwihnten Glycerinextrakten vor, fehlt in dem der Keratoidschicht. 


1 Da man die Konzentration des Ferments nicht kannte, war es un- 
méglich, die Wirkung der Protease quantitativ zu bestimmen. Augen- 
blicklich interessierte es uns, vor allem festzustellen, wo sich Protease 


vortindet. 
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Zur Kenntnis der Wirkungen der Metalle auf Fermente. IL. 


Von 
Martin Jacoby. 


Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit in Berlin.) 


(Eingegangen am 4. April 1933.) 


Vor einiger Zeit habe ich Versuche iiber die Wirkung von Metallen 
auf Fermente mitgeteilt!, bei denen besonders die Konkurrenz der 
Fermente und chemisch bekannter Komplexbildner um die Bindung 
an Metalle beriicksichtigt wurde. Zum Studium der naheren Bedingungen 
der betreffenden Reaktionen wurden die folgenden Versuche ausgefiihrt. 

Wiederum verwandten wir lésliche Metallsalze. An unsere friiheren 
Versuche mit unléslichen Metallpulvern hat Ruchelmann neuerdings 
angekniipft. Mit den Versuchen dieser Mitteilung stehen seine Resultate 
nicht in Zusammenhang, so da®B wir hier nicht darauf eingehen. 

Folgende Fragen wurden untersucht: 

1. Der EinfluB der Zeit auf die Reversibilitat der Kupferwirkung. 

2. Der EinfluB der Temperatur auf die Reversibilitat der Kupfer- 
wirkung. 

3. Der EinfluB von pu auf die Reversibilitat der Wirkung des 
Kupfers, Quecksilbers und Silbers. 

Es wurden dieselben Metallverbindungen benutzt, die in’ der 
vorigen Mitteilung herangezogen waren und zwar: Kupferchlorid, 
Quecksilberchlorid und salpetersaures Silber. 

Als Komplexbildner wurde Cyankalium benutzt, als Ferment 
Jackbean-Urease und zwar dasselbe Priiparat wie in der vorigen Mit- 
teilung. 

Was zunachst die Wirkung der Zeit angeht, so war eine starke 
Verminderung der Reversibilitat der Kupferwirkung nach 24stiindiger 
Einwirkung bemerkbar, aber schon nach 60 Minuten war ein unverkenn- 
barer Unterschied in dem Sinne erkennbar, dab die Ferment proben 
nur noch zum Teil reaktivierbar waren. Bemerkenswert ist, dal eine 


1 Diese Zeitschr. 259, 211, 1933. 
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allmahliche Abnahme der Reversibilitat eintritt. Es ist nicht etwa so, 
daB in kurzer Zeit die Metallverbindung des Ferments irreversibe! 
inaktiviert ist, sondern mit der Zeit nimmt die noch reaktivierbare 
Fermentmenge ab. 

Die Temperatur ist von entscheidender Bedeutung fiir die irreversible 
Inaktivierung. Brachte man Metall und Urease bei niederen Tempera- 
turen zusammen, so konnte im Gegensatz zu Versuchen bei Tempera- 
turen von 37° eine vollstandige Reaktivierung erzielt werden. 

Interessant ist der EinfluB von pu. LaBt man Kupferchlorid 
bei verschiedenem px auf die Urease einwirken, so wird die Metall- 
Fermentverbindung am intensivsten bei alkalischer Reaktion  irre- 
versibel. Die starkste Wirkung scheint bei einem py zwischen 7 und 8 
einzutreten, 

Im Gegensatz zum Kupferchlorid kommt es beim Quecksilber- 
chlorid bei saurer Reaktion zur starksten Irreversibilitat. Die Ver- 
bindung Quecksilber—Urease wird bei saurer Reaktion am starksten 
in irreversibler Art gefestigt. 

Beim Quecksilber konnten wir feststellen, daB die Festigung der 
Verbindung von der Menge des in die Reaktion eintretenden Metalls 
abhangig ist. Je mehr Metall einwirkt, desto starker ist die irreversible 
Inaktivierungswirkung. 

Die Bindungsfestigkeit des salpetersauren Silbers an die Urease 
ist auch bei saurer Reaktion am gréBten. 

Der EinfluB von px allein wurde natiirlich in besonderen Kontrollen 
unter denselben Bedingungen festgestellt, die Ergebnisse der Metall- 
versuche werden aber davon nicht beriihrt. 


Versuchsbeispiele. 
I. EinfluB von Zeit und Temperatur auf die Reversibilitat der Metallvergiftung. 

1. 240 mg Jackbean-Urease werden in 180cem Phosphat ('/; mol., 
Pu 7,0) gelést. Zu je 40cem kommen 0,3 cem Toluol und 0,2 mg Kupfer- 
chlorid, gelést in 0,2 cem Phosphat. (L6ésung I bis 1V.) 

Zu Lésung I und Il kommen je 1 cem Phosphatlésung, zu Lésung II 
und IV kommen je |cem Phosphatlésung, in der 1,5 mg Cyankalium 
gelést ist. 

Lésung I und III kommen fiir 24 Stunden in den Brutschrank, 
Lésung II und IV in den Kalteschrank, in dem sie bei §° 
werden. 


eingefroren 


Dann kommt zu Lésung I und II je | cem Phosphatlésung, in det 
15mg Cyankalium gelést ist. 

Zu Lésung III und IV je 1 cem Phosphatlésung. 

Von allen vier L6sungen werden je 10 cem fiir 20 Stunden in iiblicher 
Weise zum Versuch angesetzt. 
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Metalleinwirkung (24 Std.) 
in Gegenwart von 
Cyankalium 


Metalleinwirkung (24 Std.) ohne 
Cyankalium 


37 — 50 370 ay 

7.8 27,0 124,6 127.5 

8,5 28,0 126.0 128.3 
Harnstoff | 6.3%, 91.2 a 96.4 of 984°. 


gespalten | 


2. Wiederholung. 





Metalleinwirkung (24 Std.) 
in Gegenwart von 
Cyankalium 


Metalleinwirkung (24 Std.) ohne 
Cyankalium 


370 59 37° 50 

9.5 45,3 97,2 129,6 

9,9 48,3 103.5 129.7 
Harnstoff | 7 5 o 36 % 77.2% 49.8 © 


gespalten |” 


3. Temperaturversuch. 120mg Urease werden in 90 cem = Phosphiat 
gelést. Es werden vier Portionen zu 20 cem angesetzt. Zu jeder Portion 
kommen je 0,3 cem Toluol und 0,2 mg = 0.2 cem Kupfersalz. 

Zwei Proben kommen in den Brutschrank bei 37°, zwei Proben kommen 
in den Kalteschrank bei 4°, 

Je eine Probe beider Gruppen wird mit Phosphat, die anderen mit 
Cyankalium versetzt. 

Nach 2 Stunden kommt zu den Phosphatproben Cyankalium, zu den 
Cyankaliumproben Phosphat. 

Nunmehr der iibliche 20stiindige Ansatz: 





370 ~ 40 
Phosphat Cyankalium Phosphat Cyankalium 
17.8 130.0 94.6 130.6 
13,7 % 100% 72,8 ° 100.5" 
4. Zeitversuch. 120mg Urease werden in 90 cem Phosphat gelost. 


Zu je 20cem kommen 0.3cem Toluol und 0,2 cem (0.2 mg) Kuptersalz. 
Alle vier Proben kommen in den Brutschrank. 
leem (0.15 mg) Cvankalium wird zugesetzt: 





1. Sofort 2. Nach 5 Min. 3. Nach 30 Min. 4. Nach 60 Min. 
129.3 129,7 128.1 95,5 
99% 99 %, 98,5 ° 74.2% 


11. EinfluB von py auf die Reversibilitat der Metallwirkung 
1. Sechs Portionen von je 40mg Urease werden in Phosphatgemischen 
(10 cem) gelést, und zwar I. zwei Portionen py 8.043, Ll. zwei Portionen 
pu 7.0, ILL. zwei Portionen py 5.906. 
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Zu je einer Portion der drei Gruppen kommt 0,2 mg Kupfersalz 
0,2 com, zu der anderen 0,2 ccm Wasser. 
Nach 1 Stunde Brutschrankaufenthalt wird tiberall py 7 hergestellt 
und auf 30ccm mit Phosphat aufgefiillt. Dann iiberall | cem = 0,15 mg 
Cyankalium, Versuchsansatz mit je 10 ccm. 








I. Py 8.043 Il. Py 7 ILL. py 5,906 
Mit Metall Ohne Metall Mit Metall Ohne Metall Mit Metall Ohne Metall 
30.1 130,2 44.9 130.3 125.3 129.7 
23,1% 100°, 34.5 °, 100 % 96,2 % 100 % 


Wiederholung mit anderen py. 





I. pu 9,182 Il. Pu 4,944 
Mit Metall Ohne Metall Mit Metall Ohne Metall 
30,1 130,2 106.4 125,0 
61,5°,, 969°, 81.5% 96,1 % 


3. pa-Versuch mit Kupfer ohne metallfreie Kontrollen. 





Du 9,18 3 Pu 8,03 Px 7.9 Pr 5.96 Pu 4,94 
55,4 20.9 37,5 117.4 120.8 
42,3 °,, 16,2 °, 28.5% 90 °,, 93,1 % 


4. py-Versuch mit verschiedenen Mengen Quecksilbersublimat. 





Pu 9.18 PH 8.08 Pu 7.0 Pr 5.96 Pr 4,94 
0.1 Snbli 127.9 127.5 126.5 112,6 111,2 
-l mg Sublimat . 
| 98.5% 98,5 % 96.9 ©, 86.9% 85,4 % 
19 bl 103,0 101.1 111,0 81.3 77,5 
0.2mg Sublimat = 
. | 79,.2%| 77,7% 854% 623%, 59,2° 
: { 97.8 83.2 85.3 75.7 66.2 
0,3 mg Sublimat = : = a 
| 15,4 % 63,8 °, 654°, 58,5 % 50,8 % 


5. pa-Versuch mit Argentum nitricum (0,4 mg). 





Pp 9.18 PH 8,03 Pu 7.0 PH 5.96 Pu 4.94 
130.0 125.8 74.4 64,9 39,5 
100 % 96,9 °. 56.9 % 50.0%, 30,0 % 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sei auch an 
dieser Stelle fiir ihre Unterstiitzung ergebenst gedankt. 
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Zur Frage nach der Rolle der 
Phosphate bei der alkoholischen Girung und Atmung der Hefe. 


Von 


A. M. Malkoy. 


(Aus dem Wissenschaftlichen Forschungs- und Betriebslaboratorium der 
Staatshefenfabrik in Moskau.) 


(Eingegangen am 4, April 1933.) 


Uber die Rolle der Phosphate bei der alkoholischen Garung liegt 
ein groBes Material vor: sie ist mit den verschiedenen von /wano/f, 
Harden und Young, Lebedew, Neuberg und Robison aufgefundenen 
Zuckerphosphorsaureestern in Verbindung gebracht. Diese Ester 
besitzen charakteristische Eigenschaften, doch ist keiner derselben 
bei lebender Hefe erhalten; auBerdem werden einige von ihnen gar 
nicht durch Hefe vergoren. Was die Rolle der Phosphate bei Oxy- 
dationsprozessen anbetrifft, so fanden A.M. Malkov und N. Zwetkova', 
daB die Phosphate die Oxydation der Glucose und des Invertzuckers 
bei dem Fe + H,O,-System hemmen. Es existiert offenbar ein Zu- 
sammenhang zwischen Eisen und dem Phosphat in der Nahrlésung 
bei den Oxydationsprozessen. 

Beim AtmungsprozeB des tierischen Organismus setzt das Phosphat 
die Menge der durch den Organismus ausgeschiedenen Kohlensiiure 
herab?. Gleichzeitig sei darauf hingewiesen, daB der Zusatz von Eisen- 
salzen zur Nahrlésung das Schwinden einer groben Menge von Zucker 
bei gleichzeitigem Sinken der zu erhaltenden Alkoholmenge im Vergleich 
mit der Kontrollgarung ohne Eisen nach sich zieht®. AuBerdem ver- 
mehrt sich die Hefe energischer im Eisen enthaltenden Milieu*. Es 
existiert also auch ein Zusammenhang bei der alkoholischen Garung 


1 4. M. Malkov u. N. Zwetkova, diese Zeitschr. 246, 191, 1932. 
2 Abelin, ebenda 175, 274, 1926. 

3 4. M. Malkov, Ukrain. Chemistsch. J. 2, 75, 1932. 

4 C. A. Elvehjan. J. of biol. Chem. 90, 111, 1931. 
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zwischen dem Phosphatgehalt und dem Eisen in der Garfliissigkeit 
Einerseits fordern die Phosphate den GarprozeB, andererseits bewirke) 
die Eisensalze eine Verringerung der sich bei der Géarung bildende: 
Alkoholmenge. 

Auf Grund des eben Gesagten wurde diese Arbeit unternommen 
um den Zusammenhang zwischen Eisen und den Phosphaten bei de: 
Garungsprozessen, der Oberflichenoxydation und dem Atmungsproze!; 
der Hefe festzustellen. 

Methodik. 


Im Laufe dieser Arbeit wurden kurze Versuchsgirungen in synthetische: 
Nahrlésungen angestellt. Die Nahrlésung bestand aus 5- bis 8 °,igen Zucker 
l6sungen (Glucose oder Saccharose), 0,5°) Pepton, 0,2°, MgSO, vei 
schiedenen Phosphat-Ammonium- und Acetatpuffermischungen und ver 
schiedenen Fe,(SO,),-Mengen. Die Fe.(SO,4),-L6sung wurde vorher durc! 
eine KOH-Lésung in Gegenwart von Seignettesalz neutralisiert. Zi 
jedem Versuch wurde frische gepreBte Backerhefe der ersten Generation 
in einer Menge von 2% des Volumens des Nahrmediums gebraucht. Di: 
Hefe gor im Thermostaten bei 21 bis 33°C wahrend 2 bis 4 Stunden bx 
ununterbrochenem Durchblasen von Luft durch die Garfliissigkeit ode: 
ohne Beliiftung in Kolben mit Meissel-VerschluB. Das Durchblasen von 
Luft durch die Garfliissigkeit fiihrte einerseits selbstverstandlich zu einem: 
gewissen — zwar unbedeutenden — Verlust von Alkohol, und andererseit- 
wurde die Kohlensaéure verdrangt. 

Der Versuch, den durch die Luft verdrangten Alkohol und CO, aut 
zufangen, hatte keinen Erfolg. Trotzdem nahmen wir eine Reihe von 
Versuchsgirungen mit Aeration der Garfliissigkeit vor, da uns die Frage 
interessierte, wie die Oxydationsprozesse in Abhangigkeit von der einen 
oder der anderen Phosphorkonzentration bei gutem Luftzutritt verlauten 
wiirde. Selbstverstandlich konnte keine volle Garbilanz bei solchem Versuchs 
verlauf mit CO,-Verlust erzielt werden: teilweise gelang es uns aber doch. 
da der Alkoholverlust sehr gering war. Der Alkoholverlust wurde abe: 
auch mit in Rechnung gestellt. Die Menge des verfliichtigten Alkohols 
wurde folgendermaBen berechnet: Neben dem Kolben mit der Garfliissig 
keit, durch welchen Luft geblasen wurde, befanden sich zwei Kolben. 
der eine blieb ruhig stehen, durch den anderen wurde aus einer Bombe 
soviel CO, geblasen, wie Luft durch den ersten (die von der Bombe ab 
gegebene kalte Kohlensiure wurde durch ein in heiBem Wasser liegendes 
Schlangenrohr gefiihrt). Auf folgende Weise wurde die in den drei Kolben 
gebildete Alkoholmenge berechnet: Wir bestimmten dieselbe durch die 
Differenz, die sich auf mechanischem Wege durch Durchblasen von Gas durc! 
die Garlésung, in dem sich im Ruhezustande befindenden Kolben und 
dem, durch welchen CO, durchgeblasen wurde, bildete. Wenn wir di 


erhaltene Differenz der in dem ersten Kolben gefundenen Alkoholmenge 


hinzufiigen, so erhalten wir das tatsaéchliche Alkoholquantum, welche 
sich bei den gegebenen Versuchsbedingungen gebildet hatte. 

AuBer den Versuchen mit Aeration der Garfliissigkeit wurden auch 
noch solche ohne Beliiftung durchgefiihrt. Um die durch die Garung aus 
geschiedene CO,-Menge genau zu berechnen, nahmen wir vom allgemeinen 
Volumen 20 ccm Nahrlésung, in der die Hefe sorgfaltig verrtihrt war. 
und brachten diese in besondere Schliffkélbchen mit Weissel-Verschluls. 
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Die Kélbchen samt der Fliissigkeit wogen etwa 35g. Die Koélbchen 
vurden sowohl vor als auch nach der Gairung auf einer analytischen Waage 
ewogen. 


In den Versuchen wurde bestimmt : 


Zucker nach Bertrand, 


‘io — 


Alkohol gravimetrisch, 

3. Kohlensaure, wie oben angegeben, durch Wagune. 
4. Phosphor kolorimetrisch nach Briggs, 

5. Eisen nach Malkov', 

6. Die Hefe durch Filtrieren der vergorenen Fliissigkeit durch ge- 
wogene Filter und Trocknen derselben mit der Hefe bis zur Gewichts- 
konstanz. 

Experimenteller Teil. 
Bei der Berechnung der Ergebnisse war folgendes zu berticksichtigen : 
1. Die Abhangigkeit zwischen dem Trockengewicht der sich = ver- 
mehrenden Hefe und dem wahrend der Garung geschwundenen Zucker, 
auBer der Zuckermenge, die nach der Gay-Lussacschen Gleichung aus 
lem im Versuch gebildeten Alkohol berechnet war. 


«.100 


a— (1) 


2. Die Beziehung zwischen der Zuckermenge, berechnet nach det 
(deichung von Gay-Lussac auf Grund des nach der Garung bestimmten 
Alkohols und des zuriickgebliebenen Zuckers, nachdem die bei der Gairung 2 
vebildete Hefe dem Gesamtgewicht entnommen ist, und der Zuckermenge, 
die. wie oben gesagt, nach dem gebildeten Alkohol berechnet ist. 

a (h +e) 
0, (2) 
a 

wo O der Oxydationsquotient, der dkonomische Quotient, @ cle 
Menge des bei der Garung geschwundenen Zuckers, 6 die Zuckermenge, 
welche nach der Gay-Lussacschen Gleichung auf Grund des gebildeten 
Alkohols berechnet wird. ¢ die Menge absolut trockener Hete, die sich 
bei der Gérung angesammelt hat. ist. 


Versuch 1*. 
Synthetische Nahrlésung auf Glucose; Puffermischung Phosphate 
(NagH PO,: KH,PO, 1:1). Garung bei Aeration im = Verlaut von 
2 Stunden. 


1 4.M. Malkov, J. of the Chem. Ind. 8. Nr. 1, 70. 1931 (russisch); Chem. 
Centralbl. 2, 280, 1931. 

* Bei Berechnung der Heftemenge wurde in Betracht gezogen, dal 
sich dieselbe auf Kosten des Zuckers bildet. Dabei wurde ganz bewubt 
ein nicht allzu groBer Fehler zugelassen, da die Hefe annahernd zu 90 °,, 
aus Kohlenstoff. Wasserstoff und Sauerstoff besteht (Durst, Handhb. ad. 
PreBhefefabr., I]. Aufl.. 1896. S. 21). 

* Unter analytischer Mitwirkung von N. Zwetkova. 
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Tabelle I. 


Auf 100cem berechnet 





Hinzu- Pu Zucker 





7" Hinzu- gesetzt und ||_._ SEE aneeas . Sa a od vor der 
Nr. gesetzt i . 
gefunden vor der nach | nach nach nach Garung 








~ O- ing Age ; 
POs ing Fe in mg Girung 30 Min. 60 Min. 90 Min. | 120 Min. ing 
1 0,704 4,716 6,20 5,90 5,82 5,82 5,82 || 3,55 
2 0,352 4,716 6.20 5,90 5,63 5.48 5,45 3,55 
Vergorene Glucose in g lata lia = 
— pe ce ______.|| _Erhalten Erhalten Oko- Oxydations 
Nr. c Alkohol nomischer 
nac h nach nach nach Hefe in mg in 0 Quotient quotier 
30 Min. 60Min. 90 Min. | 120 Min. . 
1 0,67 1,19 1,64 2,03 106 0,74 18,19 0.329 
2 672 1,26 1.73 2.30 59 0.58 5,06 0,949 


Der erste Versuch mit gleichem Fe-Gehalt zeigte im allgemeinen, dati 
bei zunehmender Phosphatkonzentration gleichzeitig der 6konomischi 
Quotient zunimmt, der Oxydationsquotient hingegen sinkt. 


Versuch 2. 


Synthetische Nahrlésung auf Saccharose. Die Puffermischungen 
waren Phosphate. Die Garung dauerte 3'/, Stunden, bei schwachem Durcli- 
blasen von Luft durch die Nahrlésung. 

Tabelle II. 


Auf 100cem berechnet 








Hinzu- pu | Erhalten ee 

ae —” _ | Vergorener weer mg Erhalten | 228 

Nr. *» 0, fund , rach Zucker Trocken- Alkohol | 22% 

in e “ Fe mi vor der ‘ae in g substanz in ° ~~ e ES 

in mg Garung Garung berechnet =~ 
1 1,01 | 2,814 5.00 4,22 4,00 175 1.79 25,7 0,152 
2 86 | 2, 5 3,82 é a 20,6 156 
2 O86 | 2.814 5,00 4,13 3,82 130 1.72 20,6 0,15 
3 0,43 | 2.814 4.88 3,95 3,82 148 1,68 21,1 0,176 


Die oben angegebenen Zahlen weisen auch auf die Abhingigkeit 
zwischen der Phosphatkonzentration, dem 6konomischen und Oxydations 
quotienten hin, wie auch im vorhergehenden Versuch. 

Ferner interessierte uns die Frage, wie die Oxydationsprozesse aut 
drei verschiedenen Substraten verlaufen wiirden: die eine Nahrlésung 
bestand aus Natriumphosphat, die zweite aus Natriumpyrophosphat und 
die dritte war ohne Phosphat. 


Versuch 3. 


Synthetische Naéhrlésung auf Saccharose. Die Géarung verlief in 
3 Stunden unter Durchblasen von Luft. 
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Tabelle ILI. 


Berechnet aut 100 ccm. 








de 
: Hinzu- Pr 
Hinzu- - 

Nr. Phosphorquelle gesetzt — nact 

P,0; ing | Berundcen | vor der nach nach —— 

bitin Fe in mg . det 

=  Girung 30 Min. “) Min. Gerene 

1 Orthophosphat. . 0,19 2,54 5,97 5,75 5,40 4,78 

2 | Pyrophosphat . . 0,19 2.84 5,75 5.40 5,18 4.77 
3 | Ohne Phosphat . - 2.84 5,92 4,85 4.75 4.20 

Erhalten 
> Hefe in mg Vergorener 
Erhalten , = Oko- As ae 

Nr Phosphorquelle Alkohol Ow nomischer “*¥dations- Zucker 
; lrocken- Geotiont quotient ing nach 

me substanz cadauee 180 Min 

berechnei 

1 Orthophosphat . . . 1,22 107 31,56 0,102 2.59 

2  Pyrophosphat. .. . 0,96 157 23,46 0,287 2.44 

3 Ohne Phosphat. . . O85 208 24.79 0401 2,40 


Der von uns durchgetitihrte Versuch zeigt, da der Oxydationsquotient 
hei gleichem Fe-Gehalt in der garenden Fliissigkeit niedriger bei Ortho 
phosphat als bei Pyrophosphat ist. Die Pyrophosphatlésung ergab im 
Vergleich mit der kein Phosphat enthaltenden einen geringeren Oxydations- 
quotienten. Was den 6konomischen Quotienten anbetrifft, so ergab die 
Nahrlésung mit Orthophosphat Optimalzahlen, die Loésungen aber mit 
Pyrophosphat und ohne Phosphat ergaben verhiltnismaBig schlechtere 


Ergebnisse. Daraufhin stellten wir fest, da das Orthophosphat 
bedeutend = starker den Oxydationsprozefi hemmt als das Pyro- 
phosphat. Aus den obigen Beobachtungen ist der SchluB zu ziehen, 


daB der Grund der Hemmung des Oxydationsprozesses bei der Gairung 
mit Zusatz von Eisen und Orthophosphat bei guter Aeration des Nahr- 
stoffes wahrscheinlich in der Bildung von Phosphorverbindungen des 
Kisens liegt. 


Zur Klarung dieser Frage wurde folgender Versuch angestellt. 


Versuch 4. 


Es wurde eine L6ésung von phosphorsaurem Eisen bereitet. © Nach 
vollzogener Fe- und P,O;-Analyse wurde die Losung aus phosphorsaurem 
Eisen in einem Kolben mit dem Nahrsubstrat gemischt. In zwei andere 
Kolben wurde genau dieselbe Fe-Menge in Form von Feg(S 0,4), und Phosphat 
in Form von KH,PO, hinzugefiigt. Daraufhin wurde in alle Kolben eine 
gleiche Quantitét von Phosphatlésung, KH,PO,, und die in der Methodik 
angegebenen Mengen von PreBhefe zugesetzt. Die Garungsversuche dauern 
bei Durchblasen von Luft durch die Naéhrlésung 2°/, Stunden. Das Nahi 
substrat wurde auf Saccharose bereitet. 
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Tabelle IV. 


Berechnet auf 


100 cem. 











PH 
Nr Fe- Erhalten Fe Erhalten ae a 
. Verbindungen in mg P20; ing woe der nach — —_ 
Gairung 60 Min. 120 Min. Gare: : 
A. 
1 Sulfat 4,125 0,432 4,56 3.85 3,73 3,72 
2 Phosphat 4,125 0,432 4,70 4,00 3,82 3,82 
B. 
Sulfat 2.80 0,482 4.54 3,85 3,73 3,72 
2 Phosphat 2.80 0,432 4,70 4,00 3,82 3,82 
Erhalten 
. . Hefe in mg 
> Vergirter Erhalten © Oko- i aa 
; Fe- f : auf Oxydations 
Nr. —T = Zucker in g Alkohol De nomischer pi 
Verbindungen nach 165 Min. in %g9 a Quotient —— 
berechnet 
A. 
1 Sulfat 4,89 1,48 677 31,98 0,537 
2 Phosphat 5,30 1,86 467 25,24 0,400 
BR. 
1 Sultat 7 1,54 498 27,51 0,458 
2 Phosphat | 1.59 671 34.23 0,436 


Aus den im Versuch 4 angefiihrten Garversuchen folgt, daB die oben 


ausgesprochene Vermutung wirklich zutrifft. 


das Phosphateisen einen 
Beim Sinken der Eisenkonzentration ist der Unterschied 
zwischen den Oxydationsquotienten bei Eisenphosphat nicht so bedeutend 
und stark ausgepriigt als bei den Versuchen mit Eisensulfat. 
Ergebnis noch deutlicher zu machen, wurde der Versuch 4 mit einigen 
Abanderungen wiederholt. 


das Sulfateisen. 


Synthetische Nahrlésung auf Glucose mit Phosphatpuffer (Na,gH PO, 
3 Stunden bei Durchblasen 


: NaH, PO, 
von Luft. 


‘oh Die 


niedrigeren 


Carung 


Versuch 5. 


dauerte 


Tabelle V. 


Es stellte sich heraus, dal} 
Oxydationsquotienten 


ergab als 


Um dieses 





Fe- 


Nr. Verbindungen 


Sulfat 
2. Phosphat 
3 Sulfat 
4 Phosphat 


Hinzu- 
gesetzt und 
gefunden 
Fe in mg 


Hinzugesetzt 
P.O; ing 


0,829 
0,820 
0,412 
0,412 


, vor der 
Girung 


4,95 
5.09 
5.05 
5.00 


nach nach 
60 Min. 120 Min. 


0 
5 4.00 
4 


nach 
der 
Garung 


4.10 
4,26 


4.15 
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Tabelle V (Fortsetzung). 





Erhalten 


Fe a Erhalten Hefe in mg Oko- 
ra auf 


Vergorener Zucker in g 


Oxydations 


Nr ii = Alkohol iia nomischer ae at 
Verbindungen indi aaa on in Jo “< ke n- Quotient quotient 

60 Min. 120 Min. 180 Min. wheres sexape 

berechnet 
1 Sulfat 1,31 1,71 | 2,58 0.64 544 42.50 0.588 
2 Phosphat 1,38 | 1,63 | 2,29 0.58 536 46,20 0,552 
3 Sulfat 1,31 1,67 | 2,36 0,53 472 35,48 0.835 
4 Phosphat 1,28 1,73 2.59 0.64 482 35,97 0.686 


Aus dem Versuch 5 laBt sich schlieBen, dali der Zusatz von Eisen in 
Form eines phosphorsauren Salzes den Oxydationsquotienten senkt und den 
okonomischen Quotienten erhéht. So bleibt also die im vorigen Versuch 
festgestellte Beziehung zwischen der Eisenphosphorverbindung und dem 
Oxydations- und dem 6konomischen Quotienten bestehen.  Gleichzeitig 
bestatigt Versuch 5 noch einmal die schon friiher gefundene Abhangigkeit 
zwischen der Phosphatkonzentration und dem Oxydations- und 6konomi- 
schen Quotienten. So betrigt der Oxydationsquotient bei 0.82 ¢ PLO; 

0,588 bis 0.552, bei 0,412 ¢ P,O,; betragt er 0,833 bis 0,686. 

Weiter wurde gepriift, wie sich der Oxydations- und Gkonomische 
Quotient bei der anaeroben Garung verhalt. Die Nahrmedien hatten ver- 
schiedene Phosphatkonzentrationen bei konstantem py oder enthielten 
kein Phosphat, sondern Acetat- oder Ammoniumpuffer. Bei den letzten 
Versuchen ohne Aeration der Crirfliissigkeit konnten wir die Garbilanz 
aufstellen, indem wir den Alkohol, die CO ,, die gebildete Hefemenge und 
die Menge des bei der Garung geschwundenen Zuckers berechneten. 


le rsuch G *. 


Synthetische Nahrlésung auf Saccharose mit Zusatz verschiedenet 
Phosphatkonzentration: Puffermischung aus Na,HPO, und Nal,PO,. 
Die Kolben wurden nicht beliiftet. Die Garung dauerte 4 Stunden. 


Tabelle VI. 


Berechnet auf 100 cem. 





Im Verlaufe 


P, O;- ee von 4 Std. ist os 
Nr. Gehalt oy p H Zucker woe Zucker in g 
in g in mg vor der Girung geschwunden  “ shor in 
ing 
1 0,99 2,66 5.8 4,15 1,37 2.54 
2 0,45 2.66 5.8 4.07 1,31 2.43 
3 0,22 2.66 5,8 3.69 1,06 1,97 


* Unter analytischer Mitwirkung von A. Messonjik. 
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Tabelle VI (Fortsetzung). 





Erhalten Hefe 





™ OO. ase in mg auf Bis zu CO» icy é Skonomisch 
Nr. | peschieden ing Seon oxydiorter Oxydationsquotient Quotient 
berechnet 
, 0,692 rs 7 
1 1.61 918 0,310 —< = 0,272 57.00 
2,54 
pea 0,843 
9 co a ae ( $ ; mC 
2 797 243 ),346 48.59 
? ~— 0,952 o " 
3 1,40 768 0,400 97 0,483 44.65 
we 


r 


Die in Tabelle VI angegebenen Zahlen zeigen tiberzeugend, dab be 
der anaeroben Garung die Beziehung zwischen der Phosphatkonzentratio. 
und dem Oxydations- und 6konomischen Quotienten bestehen bleibt. 
Gleichzeitig war es méglich, durch die Bestimmung der wahrend der Garung 
ausgeschiedenen Kohlensaure eine Reihe von interessanten Abhangigkeiten 
festzustellen. Nachdem nach der Gay-Lussacschen Gleichung die Menge 
der Kohlensaéure, welche dem bei der Garung gebildeten Alkohol entspricht, 
berechnet war, konnten die Differenzen zwischen der gesamten bei de: 
Garung erhaltenen und der berechneten CQO,, so auch eine gewisse CO, 
Menge, die wir fiir Kohlensiure des Atmungsprozesses halten, fest gestel!t 
werden. Daraus folgt der direkte SchluB, daB bei erhéhter Phosphat- 
konzentration sich nicht nur der oberflaichliche OxydationsprozeB ver- 
ringert, sondern auch der AtmungsprozeB. 

Der naichste Versuch mit Phosphat und Acetat bestitigte vollkommen 
den von uns gezogenen SchluB. 

Die speziell vorgenommenen elektrometrischen Messungen der Kapa- 
zitait der Puffermischungen (Acetat + Phosphat, Acetat, Phosphat) zeigten, 
daB die Acetatmischung mit Phosphat eine geringere Pufferkapazitat 
besitzt als reines Acetat. Letzteres veraindert schwerer seine Pufferwirkuny 
als reines Phosphat; daraus kann man schlieBen, dali das Sinken des Ox) 
dationsquotienten bei Phosphat nicht von seinen Puffereigenschaften 
abhangt, da die Phosphatmischung mit geringerer Pufferkapazitat leichte: 
durch die bei der Garung gebildeten Saéuren sauer wird als die Acetat 
mischung mit gréBerer Pufferkapazitat. 


Versuch 7. 


Gewohnliche (siehe Methodik) Nahrlésung auf Glucose wurde mit dem 
Acetatpuffer und die Kontrollnihrlésung mit Phosphat + demselben 
Acetatpuffer gemischt. Bei endgiiltiger Verdiinnung war Phosphat m/15 
(Na,H PO,:NaH, PO, = 0,5:9,5) und Acetat m/5 (CH,;,COOH:CH,COO Na 
= 0,95: 9,05). 


Die Gaérung war anaerob und dauerte 4 Stunden. 
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Tabelle VII. 


Berechnet 


auf 


L93 





Nr. Puffermischung 


Fe-Gehalt 


Pu 


Vergorener 


Erhalten 








CO, ing 


1 | Phosphat + Acetat 1.003 
2. Phosphat + Acetat 1,013 
3 Acetat 1,316 


Es stellte sich heraus, daBb der Oxydationsquotient 


substanz 
berechnet 


190 


164 


106 


bedeutend gréBer ist als mit Phosphat 
Okonomischen Quotienten. 


1,100 
2,24 
1,136 
2,24 
1,714 


1,820 





bei gleichzeitigem Sinken 


0.491 


0,507 


0,941 


ohne 


in mg vor der Girung Zucker ing Alkohol in ° 9 
1 Phosphat + Acetat 5,6 3.53 1,14 
2  Phosphat + Acetat 2.56 0.6 3,54 1,14 
Acetat 5,6 3.68 0.95 
Erhalten Hefe 
Die in mg auf Oko- 
Nr. Puffermischung gebildete Trocken- Oxydationsquotient nomischer 


Quotient 


Phosphat 


des 


Zum SchluB soll noch der letzte Versuch angefiihrt werden, der aut 


Ammonium puffer 


Phosphat, auf Acetatpuffer 


Phosphat, auf reinem 


Ammonium- und auf reinem Acetatpuffer ohne Zusatz von Phosphat durch- 


geftihrt wurde. 


1. Puffermischung: 


to 


In diesem Versuch dieselbe Nahrlésung 
Die Garung dauerte 4 Stunden ohne Aeration. 


such 7. 


NaH, PO, 
Na, HPO, 
CN,COOH 


CH,COONa 


CH,COOH 


CH,COONa 


NaH,PO, 
Na,H PO, 
NH,Cl 
NH,OH 
NH,Cl 
NH,OH 


Biochemische Zeitschrift Band 262. 


Versuch 8. 


4 
m/l 
m/l 
m/l 
m1 
mic 
m4 
3m 
2m 
3m 


2m 


38 eem 


99,2 
1,16 
99,2 


. = 





auf 300 cem 


aufgefillt 


13 


(auf Saccharose) wie im Ver- 
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Tabelle VIII. 


Berechnet auf l00cem Fliissigkeit. 





Im ganzen 








2 ; Pu ‘e-Ge Ae Erhalten 
Nr. Puffermischung vor Beginn ~~ = baal Alkohol 
der Garung in g in %% 
Phosphat + Acetat 5,6 3,11 0,84 
2 Acetat 5.6 3,00 0,79 
3 Phosphat + Ammoniumpuffer 6.8 2.80 291 0.44 
4 Ammonium puffer 6,8 0,60 0,04 
Hefe Oko- 
Nr. Puffermischung gewonnen | nomischer Oxydationsquotient 
in g Quotient 
es ae 0,809 Dees 
1 Phosphat + Acetat 731 47,46 137 0,515 
j ne) 
0,984 
2 Acetat 536 35,26 —— — 0,664 
1,48 
¢ , : ° Q- ae Os 1,017 
3 Phosphat + Ammoniumpuffer 373 26,83 Dap — 1,240 
We 
i ; = ss 0.250 — 
4 Ammoniumpuffer 260 50,98 0.09 ° 2,777 


Wie aus den Angaben des Versuchs 9, der mit verschiedenen Puffer- 
mischungen mit und ohne Phosphat angestellt war, zu ersehen ist, ist der 
Oxydationsquotient in dem Falle kleiner, wenn die Nahrlésung Phosphat 
enthalt. 

Das Sinken des Oxydationsquotienten und Steigen des 6konomischen 
Quotienten wurde auch in den Acetat- und Ammoniumpuffermischungen 
festgestellt und hangt vom Phosphatgehalt der gegebenen Nahrlésung ab. 
Was die Menge des entstandenen Alkohols anbetrifft, so enthielten die 
Kolben mit Phosphat mehr. Es ist von Interesse, daB der Oxydations- 
quotient beim Ammoniumpuffer auBerordentlich hoch war. 

Wahrscheinlich 1a8t sich die hier festgestellte Abhangigkeit durch 
die Verbindung des in der Naéhrlésung befindlichen Phosphats und Eisens 
srkliren, wodurch die Oxydationsfaihigkeit der Hefe herabgesetzt, die 
Garung aber gesteigert wird. 

Wir sind geneigt zu glauben, dali diese Abhangigkeit zwischen den 
Phosphaten und Oxydations- und Gireigenschatten der Zellen in allen 
Versuchen verschiedener Forscher, die sich mit den Garungsprozessen be- 
faBten, bestand. Es unterliegt gar keinem Zweifel, dali das System, welches 
wir fiir die bestandenen Versuche aufgebaut hatten, aus Fe + Phosphate 
auch in den Arbeiten anderer Forscher vorhanden war. Denn Hefesaft und 
lebendige oder tote Hefe enthalten ja auch eine gewisse Menge Eisen, ganz 
abgesehen von dem, welches immer die reinsten chemischen Reagenzien, die 
bei Garungsversuchen gebraucht werden, verunreinigt. Was die Phosphate 
anbetrifft, so enthalt die Hefe an und fiir sich, auBer dem hinzugefiigten 
Phosphat, bei allen Versuchsgarungen eine ganz ansehnliche Menge desselben, 


sowie auch der aus der Hefe gewonnene Saft. Die von uns festgestellte 
Abhangigkeit entging der Aufmerksamkeit der Forscher. weil sie einer- 
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seits das Eisen in der Crirfliissigkeit nicht in Betracht zogen, andere 
seits auch nicht den vergarten Zucker (nach der Reduktionsmethode) 
bestimmten. Es ist ganz selbstverstandlich, daB die Bestimmung der 
ausgeschiedenen Kohlensiure und des aufgespeicherten Alkohols keinen 
umfassenden Begriff vom Verlauf des Prozesses geben kann, da bei det 
(rarung immer mehr oder weniger tiefe Oxydationsprozesse bis zur Bildung 
von CO, und H,O stattfinden. 


Zusammenfassung. 


Aus unseren Versuchen ergibt sich: 

1. Die Phosphate hemmen die mehr oder weniger tiefen biologischen 
Oxvdationen und férdern die alkoholische Garung durch die Bildung 
von Phosphorverbindungen des Eisens. 

2. Orthophosphat hemmt die Oxydationsprozesse  stirker als 
Pyrophosphat. 

3. Der 6konomische Quotient der Hefevermehrung liegt bei 
Zusatz von Phosphaten hoher. 
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Beziehungen zwischen der Struktur 
der Antigene und der Spezifitit der Antikérper. V. 


Von 
H. Erlenmeyer und E, Berger, 


(Aus der Anstalt fiir anorganische Chemie und dem Hygienischen Institut 
der Universitat Basel.) 


(Eingegangen am 8. April 1935.) 


Die Untersuchungen A. Landsteiners! und seiner Mitarbeiter iiber 
die Beziehungen zwischen der Struktur der Antigene bzw. Haptene 
und der Spezifitat der Antikérper bei immunologischen Reaktionen 
lassen deutlich zwei Gruppen von komplexen Antigenen erkennen. 
Wahrend in der einen Gruppe immunologische spezifische Reaktionen 
nur mit Antikérpern erhalten werden, die von diesen Antigenen selbst, 
oder aber von feldihnlichen Antigenen? im Organismus erzeugt worden 
sind, zeigt die andere Gruppe insbesondere bei der Verwendung der 
Hemmungsreaktion als prifende Methode ein weniger spezifisches 
Verhalten, indem hier die Reaktion in ihrer Spezifitaét nicht von der 
Struktur bzw. dem Feld der ganzen Haptenmolekel abhangt, sondern 
nur durch das Vorhandensein einer bestimmten chemischen Gruppe 
bedingt wird. 

Zu den Molekeln, aus denen Antigene der ersten Gruppe her- 
gestellt werden kénnen bzw. die als Haptene in der Hemmungsreaktion 
sich als wirksam erweisen, gehéren z. B. C,H;NH,. C,H,;OC, HN Ho. 
C,H;CH,C,H,NH, u.a.* Von der zweiten Gruppe von Antigenen 
bzw. Haptenen sind besonders zwei Reihen durch die Landsteinerschen 
Arbeiten bekannt geworden, nimlich die aromatischen Arsinsiuren‘ 


' Zusammentassung siehe A. Landsteiner, Naturwiss. 18, 653, 1930. 
2 H. Erlenmeyer u. E. Berger, diese Zeitschr. 252, 22, 1932; 255, 429, 


3 Zu dieser Gruppe gehéren auch die Antigene aus Aminocarbon- 
siuren, bei Verwendung der Prazipitinreaktion siehe diese Zeitschr. 86, 386, 
1918. Tabelle I. Dieselben Sauren unter Benutzung der Hemmungsreaktion 
siehe ebenda 104, 294, 1920, Tabelle V. 

4 Die Priifung der aromatischen Arsinsaéuren mit Hilfe der Prazipitin- 
reaktion gibt Tabelle IV, diese Zeitschr. 86, 386, 1918, mit Hilfe der 
Hemmungsreaktion Tabelle [1], ebenda 104, 289, 1920. Eine Bestatigung 
und Ergainzung bringt F. Haurowitz u. F. Breinl, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 214, 111, 1933. 
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und die aromatischen Sulfosiuren!. Bei diesen Reihen zeigte es sich, 
daB die Spezifitat der Reaktionen mit dem Antikérper im wesentlichen 
durch das Vorhandensein einer Arsinsiuregruppe bzw. einer Sulfo- 
siuregruppe in der aromatischen Molekel des Haptens gegeben ist. 

Wir berichten im folgenden iiber einige Untersuchungen, die sich 
mit der Spezifitat der immunologischen Reaktion dieser zweiten Gruppe 
von Antigenen bzw. Haptenen befabt. 


Zuerst war es uns darum zu tun, festzustellen, ob die von Land- 
steiner gefundene immunologische Verwandtschaft aller aromatischen 
Arsinsiuren unabhangig ist von der chemischen Linhecitlichkeit der 
EiweiBkomponente, mit der die komplexen Antigene durch Kuppeln 
mit den diazotierten Arsinséiuren hergestellt werden. Da die zumeist 
verwendeten natirlichen Seren ein Gemisch aus vielen EKiweiBarten 
darstellen, konnte daran gedacht werden, daB die unscharfe Einstellung 
der Antikérper der Mannigfaltigkeit der aus einem solchen Serum ge- 
bildeten komplexen Antigene entspricht. Wir untersuchten daher, 
ob die Scharfe der Spezifitat sich mit der Reinheit der ftir die Dar- 
stellung des Antigens benutzten Eiweibart andert. Als reinstes Eiweil 
stand uns ein kristallisiertes Ovalbumin aus dem Laboratorium von 
Prof. S. P. L. Sérensen? zur Verfiigung. Wir stellten aus diesem 
Ovalbumin durch Kuppeln mit den diazotierten Arsinsiuren: p-Amino- 
phenylarsinsiure, o-Aminophenylarsinsaiure, 3-Methyl-4-Amino-phenyl- 
arsinsiure, 5-Nitro-2-Aminophenylarsinsdure, 4-Chlor-3-Aminophenyl- 
arsinsiure und 3-Chlor-4-Aminophenylarsinsiiure Antigene her, die mit 
einem Immunserum gepriift wurden, das mit dem Antigen aus der 
diazotierten p-Aminophenylarsinsiure und dem_ kristallisierten Ov- 
albumin erhalten worden war. Das Ergebnis der Versuche weicht 
in keiner Weise von den Befunden Landsteiners ab, demnach gilt, 
daB die Spezifitat der mit komplexen Antigenen erzeugten Antikorper 
nicht abhdngt von der Einheitlichkeit des fiir die Herstellung des Antigens 
benutzten Biweipes. 

Des weiteren erschien es uns interessant festzustellen, in welchem 
Mabe die spezifische Reaktion eines Antikérpers aus einer solchen 
Reihe mit den Haptenmolekeln baw. mit den Azofarbstoffen aus diesen 
Haptenverbindungen von der chemischen Natur dieser Stoffe unabhangig 
ist. Insbesondere lagen noch keine geniigenden Erfahrungen vor tiber 
den Linflug, den die chemische Struktur der Kupplungskom ponente, 

' Die Priifung der Sulfosiuren mit Hilfe der Prazipitinreaktion diese 
Zeitschr. 86, 386, 1918, Tabelle I, II, IV, mit Hilfe der Hemmungsreaktion 
ebenda 104, 290, 1920, Tabelle ITT. 

2? Herrn Prof. Dr. S. P. L. Sérensen méchten wir auch an dieser Stelle 
unseren Dank fiir die Uberlassung des Praparats aussprechen. 
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die bei der Herstellung von Azofarbstoffen aus den Haptenmolekeln 
benutzt wurde, auf den Verlauf der immunologischen Reaktion besitzt 
Landsteiner vergleicht in seiner Arbeit Diazofarbstoffe mit Tyrosin 
m-Oxybenzoesaure und Salicylsiure als Kupplungskomponente!. 

Fiir unsere Versuche gewannen wir durch Immunisieren mit einem 
Antigen aus diazotierter Sulfanilsiure an Schweineserum gekuppelt 
einen Antikérper, der spezifisch auf aromatische Sulfosauren cingestellt 
war. Die Versuche in vitro, tiber die wir hier berichten wollen, wurden 
mit Hilfe der Hemmungsreaktion ausgefiihrt und zwar mit iiquivalenten 
Lésungen folgender Sulfosaéuren: 

l. Benzolsulfosaiure, 
2. Sulfanilsaure, 
3. Acetophenonsulfosaure, 
4. Benzophenonsulfosaure, 
5. Echtgelb. 
6. «-Naphtholorange I. 
7. $-Naphtholorange IT. 
8. Benzolsulfosiure-azo-Naphthyvlamin, 
9%. Tyrosin-bis-azo-sulfanilsaure. 

Die im experimentellen Teil niedergelegten Daten zeigen, daB von 
den einfachen Benzolsulfosiuren bis zu den komplizierten Azofarb- 
stoffen eine Bindung des Antikérpers erfolgte, die zwar in bezug auf 
das AusmaB nicht immer konstant, stets aber von vergleichbarer 
Intensitat war. Dieser Befund ist insofern auch bemerkenswert, als 
eine Reihe von diesen Stoffen in neutralen Lésungen sicher zum Teil 
in der Betainform vorliegen?. Diese Form steht aber mit der normalen 
Form in einem Gleichgewicht : 

H,N—R-S0; =~ H,N—R—SO;H 


oder z. B. 


“0,8: )—NH—NH~ 0 


== #0,8/ —N=N— ‘OH 
aus dem der Antikérper vermutlich nur die echte Sulfosiure bindet 
Die entsprechenden Absattigungsversuche in vivo ergaben dann allerding= 


ein unterschiedliches Verhalten der verschiedenen Sulfosauren, tiber das 
wir ausfiihrlich in einer spaiteren Arbeit berichten wollen. 


1 Diese Zeitschr. 104, 283, Tabelle I, 287, 1920. 
2 R. Kuhn, Naturwiss. 20, 618, 1932. 
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Zuletzt war es uns darum zu tun, auch in diesem Fall des spezifisch 
gegen aromatische Sulfosiuren gerichteten) Antikérpers zu priifen, 
welche Beziehungen zwischen der Struktur von Haptenen, die an Stelle 
der Sulfogruppen felddhnliche Gruppen enthalten und ihrem Verhalten 
bei der Hemmungsreaktion bestehen. Zu diesem Zwecke wurde die 
der Benzolsulfosiure sicher feldihnliche Benzolselenonsdure hergestellt. 
Kine solche Ahnlichkeit laBt sich aus der Isomorphie, die zwischen 
den Sauren H,SO, und H,SeO, und auch zwischen den Salzen dieser 
Sauren besteht, herleiten!. Die Versuche, im experimentellen ‘Teil 
angefiihrt, zeigen, daB in der Tat der mit einem Sulfanilsiure-Azo- 
protein erhaltene Antikérper bei der Hemmungsreaktion ebenso Benzol- 
selenonsiure, C,H;SeO,H, wie Benzolsulfosiure, C,H;SO,H, bindet. 
Die der Benzolsulfosiure chemisch so nahestehende Benzolsulfinsdure, 
(H;SO,H, wird hingegen in der gleichen Versuchsanordnung durch 
diesen Antikérper nicht gebunden®. Diese Befunde erginzen somit 
aufs beste die in serologischen Experimenten an den Beispiclen 

(, H,O C, Hy NH, H,NC,H,PO,H, 
C,H;NHC,H,NH, und H,NC,H,AsO,H, 
C,H; CH, C,H,N He 
gefundenen Beziehungen zwischen feldihnlichen bzw. isomorphen 
Molekeln. 
Experimenteller Teil. 
i. 


Das aus dem Laboratorium von S. P?. L. Sérensen stammende, kristalli 
sierte Ovalbumin wurde durch Dialyse vom (NH 4).SO, weitgehend befreit 
und damit in L6sung gebracht. Die klare Lésung wurde zur Reinigunyg 


Tabelle I. 
Antiserum gegen diazotierte und an Ovalbumin gekuppelte 


p-Aminophenylarsinséiure. Antigene: die angefiihrten Arsin 
siuren, diazotiert und gekuppelt an Ovalbumin. 





Sorensen- 


3-Methyl- 3-Chlor-  4-Chlor-  5-Nitro- Ovalbumin- 


p-Amino- o-Amino- 


s 4-amino- 4-amino- 3-amino-  2-amino- : normale (zur 
a. = = phenyl- phenyl- = phenyl- — phenyl- — Kontrolle auf 
in ig es hac arsin- arsin- arsin- arsin- Qe we Chemo 

: siure siure siiure siiure 5 speziftitat des 

Antiserums) 
1:10 “ a 7) a + 7 “ 
1: 100 cane + + + + +. +--+ “ 
1: 1000 +++ 44+ 444 4(+) <f. + ” 

1: 10000 +4 + 4- iD “ 
Kontrolle mit | 

“ “ a] a “ “ “7 


NaCl-Lésung | 


1 Siehe F. Ephraim, ,.Anorganische Chemie‘, 3. Aufl., 1923, S. 459. 
2 FP. Haurowitz u. F. Breinl, |. e.. fanden in ahnlicher Weise, dats 
C,H;As'' (OH), nicht mit C,H,As*O,H, verwandt ist. 
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nochmals mit verdiinnter Salzsiure gefallt und der ausgewaschene Niede: 
schlag mit Natronlauge in eine neutrale Lésung iibergetiihrt. Die Da: 
stellung der Antigene mit Hilfe der diazotierten Lésungen der Arsin 
siuren erfolgte nach den Angaben von Landsteiner. Fiir die Immuni- 
sierung kam ein aus der p-Aminophenylarsinsaéure gewonnenes Antige: 
zur Verwendung. Die Ergebnisse der Prazipitinreaktion (Ringprobe; 
Technik siehe E. Berger und H. Erlenmeyer!) bei Ablesung nach | Stuncd 
gehen aus Tabelle | hervor. 


i 2 


Fir die Gewinnung eines gegen Sulfosdiuren gerichteten Antikérper- 
immunisierten wir mit einem Antigen, das aus diazotierter Sulfanilsdure 
und Schweineserum gewonnen war. Von den Sulfoséuren, die mit der 
Hemmungsreaktion gepriift wurden, stellten wir her den Azofarbstoff aus 
diazotierter Sulfanilsiure und Tyrosin®, die Acetophenonsulfosiure* und 
die noch unbekannte, uns in einem anderen Zusammenhang interessierend 
Benzophenon-p-Sulfosaure*. Das Ergebnis der Reaktionen zeigt Tabelle II. 
zu der in bezug auf die Technik der Hemmungsreaktion folgendes bemerkt 
sei. Die Haptenverdiinnungen wurden mit 0,85 °,iger NaCl-Lésung her 
gestellt und in saémtlichen Versuchsréhrchen auf ein Volumen von 1,0 cem 
gebracht. Als prazipitierendes chemospezifisches Antigen benutzten 
wir stets diazotierte und an Menschenserum gekuppelte Sulfanilséure ; 
die Menge der mit der Haptenlésung versetzten Antigenfliissigkeit 
betrug 0,leem einer Dilution von 1: 100. Die gut durchgemischten 
Antigen-Haptenlésungen wurden mit etwa 0,05 ccm Antiserum unter- 
schichtet. 


Fiir die Versuche benutzten wir kleinere Eprouvetten mit einer Lange 
von 5em und einem Lumen von 0,5 ¢m. 


Il. 


Das gleiche und ein weiteres Immunserum gegen Sul/fosduren sollte 
mit Benzolselenonsdure und mit Benzolsulfinsdure gepriift werden. Benzol 
selenonsaure stellten wir nach den Angaben von Doughty® her durch 
100stiindiges Einwirken von Selensaéure auf Benzol im Bombenrohr bei 
erhéhter Temperatur. Die Saéure wurde iiber das Bariumsalz gereinigt 
und dieses mit K,SO, zum Kaliumsalz der Benzolselenonsaiure umgesetzt. 
Ein Teil des Bariumsalzes wurde zur Kontrolle mit Schwefelsaure 
in die Benzolselenonsaéure  iibergefiihrt. Die Benzolsulfinsiure wurde 
in weiBen Kristallen vom Schmelzpunkt 83° nach dem = Gattermann- 
schen Verfahren® gewonnen und kam als Kaliumsalz zur Verwendung. 


1 Zeitschr. f. Hyg. u. Infektionskrankh. 113, 79, 1931. 

* Zeitschr. f. physiol. Chem. 94, 284, 1915. 

3 Ber. 19, 2626. 

* Uber die entsprechende Sulfinsiiure aus p-Aminobenzophenon nach 


der Gattermannschen Methode. 
5 Amer. chem. J. 41, 329, 1909. 
6 Ber. 32, 1140, 1899. 
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Zum Vergleich diente noch eine Loésung von benzolsulfosaurem Kaliun 
Alle drei Lésungen waren neutral. Das Ergebnis der Versuche zeigt 
Tabelle III. 
Tabelle IIT. 
Antisera gegen diazotierte und an Schweineserum gekuppelt: 
Sulfanilsaure. Antigen: Sulfanilsaure, diazotiert und gekuppelt 
an Menschenserum. Haptene: siehe Tabelle. 





m 100 Benzol- m 100 Benzol-Selenon- m, 100 Benzol-Sultin- 
Hapten sulfosiure siiure stiure 
Antiserum Antiserum Antiserum 
Nr. Menge nto s19 S 20 $19 S 20 
1 1,0 “a + | * 1 +(+) * sé 2 eee oe 
2 0,75 ” 7] 4 ' ; 
3 0.5 0 i] “7 +. .( ) 
4 0.25 “ ” ” }- (1) 
5 0,1 ” 7D eee eer oe 
6 0,075 “ “ i { abt Ae 25 
7 0,05 ! 1 | oe 
8 0,025 i 4 wee" sy Pe ee 
9 0,01 + + ) +. +44 
10 0.0075 eS ee tf 4.) cok td Se ae 
11 0,005 1t+(-+) ee Sr eee ae oe ae 
12 0,0025 +44 ++(+) + +(+) +++ eo 
Kontrolle tf }- 4-4 P44 on oe a eee 


* Die in diesen Réhrehen aufgetretenen Prazipitationen waren wiederum (ygl. Tabelle I] 
unspezitisch und bedingt durch Ausflockung des Antiserums durch die Haptenlésung ohn 
Mitwirkung des prizipitierenden Komplexantigens. 


Zusammenfassung. 

1. Es wurde geprift, ob die immunologische Verwandtschaft 
der aus Arsinsiuren aufgebauten komplexen Antigene bei der Prazipitin- 
reaktion unabhangig ist von der chemischen Einheitlichkeit der Eiweif- 
komponente des komplexen Antigens. Bei Verwendung von kristalli- 
siertem Ovalbumin zur Darstellung der Antigene wurden die gleichen 
Mitreaktionen erhalten, wie sie Landsteiner bei der Verwendung von 
Serum als EiweiBkomponente erhalten hat. 

2. Eine Reihe von Sulfosiuren und Azofarbstoffen aus diesen 
Sulfosiuren wurden in quantitativer Weise mit einem Antikérper. 
erhalten) durch Immunisieren mit einem Sulfanilsiureazoprotein, 
auf ihr Bindungsvermégen in vitro gepriift. 

3. Ein mit einem Sulfanilsiureazoprotein erhaltener Antikérpet 
vermag bei der Hemmungsreaktion ebenso Benzolsulfosaure, C,H;S O, H, 
wie die feldahnliche Benzolselenonsiure, C, H;SeO,H, zu binden, wahrend 
die Benzolsulfinsdure, CgH;SO,H, nicht gebunden wird. 
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Uber den Einflub 
der Kationen auf das Girvermégen der Tumorzelle. 


Il. Mitteilung: 
Das Kalium. 


Von 
A. Lasnitzki und ©. Rosenthal. 


Aus dem biochemischen Laboratorium des Universitatsinstituts fiir Krebs 


torschung an der Charité, Berlin.) 
(Eingegangen am 8. April 1955.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In einer friiheren Arbeit! wurde gezeigt, daB das anaerobe Ckir- 
vermogen der Tumorzelle in einem kalium- und calciumfreien Medium 
geringer als im gewOhnlichen, kalium- und calciumhaltigen Medium 
ist. Der durchschnittliche Garabfall betrug fiir das Fle xner-Jobling sche 
Rattencarcinom mehr als 40°. fiir das Jensensche Rattensarkom 
etwa 25°,. ~~ Die vorliegende Mitteilung beschaftigt sich ausschlieBlich 
mit der Wirkung des Kaliumions. Die Untersuchung erfolgte in der 
Weise, daB nach einem Géarabschnitt im kalium- und calciumfreien 
Medium ein Zusatz von KCl in verschiedener Konzentration gemacht 
wurde ?. 

Vorbemerkungen. 
1. Tumormaterial, 

Die Untersuchungen wurden an den beiden Rattenimplantantions- 
tumoren, dem Fleaner-J oblingschen Carcinom und dem Jensenschen Sarkom, 
ausgeftihrt. Ihre Uberpflanzung erfolgte fast immer durch subeutane Bret- 
lmptung. 


1 A. Lasnitzki u. O. Rosenthal, diese Zeitschr. 207, 120, 1929. 
* Eine kurze Mitteilung der alteren Befunde bei A. Lasnitzki, Zeitschr. 
f. Krebsforsch. 27, 115, 1928. 
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2, Methodik. 


Die Messung der anaeroben Garung erfolgte in der tiblichen Wei 
nach der Methode von Warburg. 


Allgemeine Versuchsbedingungen: Rasiermesserschnitte nach Warbu; 
aus der (nicht nekrotischen) Randzone der Tumoren. Ringerlésung! a! 
Medium. Gasraum: etwa 5 Vol.-°9 CO, + 95Vol.-°9 Ny. pu: 7.4. Temyy 
ratur: 37,5°. 

Die Ablesungen erfolgten fast ausschlieBlich in Abstanden von 15 M: 
nuten. In den wenigen Fallen, in denen die Ablesungsintervalle 10 ode: 
20 Minuten betrugen, wurden die entsprechenden 15 Minuten-Ausschliiy 
durch Interpolation ermittelt. Die Garintensitat andert sich auch be 
gleicher Zusammensetzung des Mediums im allgemeinen stetig und nicht 
immer in linearer Abhangigkeit von der Zeit. Fiir ein Ablesungsinterva!! 
von 15 Minuten kann aber die Anderung der Garintensitaét mit hinreichende: 
Genauigkeit als linear angesehen werden. Der fiir Jedes Ablesungsinterva!! 
bestimmte Gdrungsquotient (Q4)? stellt daher ein brauchbares Mab fin 
die mittlere Garintensitét dar, und seine Veranderung von Intervall zu 
Intervall ergibt ein Bild von der Anderung des Garvermégens. 

Fiir die Untersuchung des Kaliumeinflusses verwendeten wir flaschen 
formige GefiBe, die aus einem Hauptraum und einem seitlichen Anhany 
bestehen. Den Hauptraum beschickten wir mit 2 cem Rel. und tibertrugen 
in sie die vorher in der gleichen Lésung suspendierten und gewaschenen ® 
Tumorschnitte. Der Anhang erhielt 0,2 cem einer K-Rgl., deren K Cl-Gehalt 
elfmal so groB war wie die auf ihren EinfluB zu untersuchende KC! 
Konzentration. In den zugehérigen Kontrollversuchen enthielt der Anhang 
0,2 cem Rgl. (normaler oder erhéhter NaCl-Gehalt). Dieser Anordnung 
entsprechend, zerfallt der Versuch in zwei Abschnitte, die durch ein 
Intervall von meist 15 Minuten Dauer getrennt sind. 





Abschnitt I Intervall Abschnitt II 
Messung der Ga- (Am Beginn des- Messung der Garung: 
rung in Rgl. selben: Kinkippen a) in Rgl. mit normalem oder erhéhtem 
‘ der Zusatzlosung) NaCl-Gehalt (,, Kontrollversuche*) 


b) in K-Rgl. mit verschiedenem K(- 
Gehalt (,, Kaliumzusatzversuche*) 


Die Anordnung hat den Vorteil, daB man die gleichen Gewebsschnitte 
hintereinander in Rel. und K-Rgl. untersuchen kann. Nachteilig wirkte 


' Zusammensetzung: 0,12 Mole-Liter NaCl (Normalkonzentration), 
0.0025 Mole-Liter NaH-CO,, 0,25°, Glucose oder glucosefrei, variabler 
K Cl-Gehalt. — Kurze Bezeichnung im Text: Kalium/fre‘e Ringerlésung 

Rgl.. Kaliumhaltige Ringerlédsung = K-Regl. 


emm Milchséure 


2 QN2 
M mg Gewebetrockengewicht * Zeit (in Stunden) 
(1 eem Milehséure = 1 cem Saéurewasserstoff von 0° und 760 mm Hg). 


3 MaBiges manuelles Schiitteln in 40 bis 50cem Rgl., zweimal }: 


10 Minuten. 
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vei kKleinen Ausschlagen die etwas grobe GetaBkonstante (Koo, ~ 1.5). 
Die dadurch bedingten Ungenauigkeiten diirften aber kaum ins Gewicht 
iallen. Fur die Messungen in glucosefreier Rgl. benutzten wir teilweise 
auch GefaBe mit kleineren Dimensionen. 

Uber methodische Einzelheiten siehe auch das folgende Kapitel und 
die Vorbemerkungen zu den Tabellen. 


Ergebnisse. 
1. Gdrung im glucosehaltigen Medium. 


Es wurden immer mehrere Versuche gleichzeitig angesetzt, von denen 
mindestens einer ein Kontrollversuch war (mit vereinze!ten Ausnahmen). 
Die fiir gleichzeitige Versuche hergestellten Tumorschnitte wurden gemeinsam 
in Rgl. suspendiert und gewaschen und stammten in der Regel vom gleichen 
Tumor. Fiir eine tibersichtliche Darstellung und Besprechung der Ergebnisse 
ist es zweckmaBig, die gleichartigen Versuche aller Versuchsreihen zu 


sammenzutassen. Eine Gruppierung der Kontrollversuche ergibt sich 
daraus, daB in einem Teil derselben die NaCl-Konzentration im zweiten 
Versuchsabschnitt erhéht war. Die Kaliumzusatzversuche werden nach 


den auf ihre Wirkung gepriitten KCl-Konzentrationen gruppiert, von denen 
in der Hauptsache drei untersucht wurden: 0,0025, 0,01 und 0.04 Mole-Liter, 
Zu einer weiteren Sonderung der Versuche fiihrt der Umstand, dali der 
erste Versuchsabschnitt teils drei, teils zwei Beobachtungsintervalle umfabt 
(Gruppe a und b). Der zweite Versuchsabschnitt besteht immer aus drei 
Beobachtungsintervallen. Von den Géarungsquotienten der zeitlich korre- 
spondierenden Beobachtungsintervalle werden Mittelwerte gebildet, welche 
die durehsechnittliche GréBe des Garvermégens und ihre Veranderung 
unter den gegebenen Bedingungen zum Ausdruck bringen. 


GréoBe und spontane Veranderung des Garvermoégens in kalium- 
und caleiumfreier Ringerlésung. 
Die Garintensitat des Fleaner-Joblingschen Carcinoms in Rgl. ist 
im allgemeinen nicht betrachtlich. Fiir das erste Beobachtungsinterval! 
erhalt man in den verschiedenen Versuchsgruppen mittlere Gérungs 
quotienten zwischen 73 und 15. Jn den folgenden Beobachtungsintervallen 
liegen sie meist noch tiefer. Die Garintensitat des Jensen-Sarkoms in 
Rel. ist durchsehnittlich gréBer als die des Fleaner-Tumors. Im ersten 
Beobachtungsintervall liegt der mittlere Garungsquotient gréBtenteils 
zwischen J7 und 20. Im zweiten und dritten Beobachtungsintervall 
ist er auch hier meist geringer. Beim Ubergang vom ersten zum zweiten 
Versuchsabschnitt andert sich in der einen Reihe der Kontrollversuche der 
Kationengehalt der Ringerlésung nicht. Dabei sinkt der mittlere Garungs- 
quotient weiter ab und erreicht schlieBlich Werte von etwa 13 und 11,5 
fiir den Fleaner-Tumor (Tabelle 1, Nr. 1 bis 29; Tabelle ILI, Nr. 1 bis 12) 
und von etwa 13,5 und 16,5 fiir den Jensen-Tumor (Tabelle V, Nr. 1 bis 12; 
Tabelle VII, Nr. 1 bis 3). Von den Wertepaaren gehért jeweils ein Wert 
der Versuchsgruppe a, der andere der Versuchsgruppe b an. 


Erhéhung der NaCl-Konzentration. 


Bevor wir auf den EinfluB des Kaliums eingehen, miissen wir die 
Frage beantworten, ob die mit der KCl-Zugabe  verkniipften Neben- 
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bedingungen, wie Erhéhung des osmotischen Druckes der Ringerlésun 

oder Erhéhung der Cl-lonenkonzentration, die Garung der Tumorzel| 

beeinflussen, oder ob endlich die Vermehrung der Alkaliionen schlechthi: 
eine Wirkung auf die Garung ausiiben kann. Um dies zu entscheider 

wurde ein Teil der Kontrollversuche in der Weise ausgefiihrt, daB im zweite: 
Versuchsabschnitt eine Erhéhung der NaCl-Konzentration um 0,0025, 0,0! 
und 0,04 Mole-Liter eintrat (Tabelle I, Nr.30 bis 51; Tabelle V, Nr 13 bis 31: 
Tabelle VII, Nr. 4 bis 7). 

Die Messungen ergaben, daB ein Unterschied in den beiden Reihes 
von Kontrollversuchen nicht besteht.  Selbst bei einer Erhéhung de: 
Na Cl-Konzentration um 0,04 Mole-Liter ist die Veranderung des mittleren 
Girungsquotienten beim Ubergang vom ersten zum zweiten Versuchs 
abschnitt und innerhalb des letzteren kaum verschieden von der spontanen, 
ohne NaCl-Zusatz eintretenden Veranderung. Weder die Vermehrung de: 
Na-Ionen noch die genannten Nebenbedingungen iiben also einen Einfluls 
auf das Girvermégen aus. Man kann daher die beiden Reihen von Kontrol! 
versuchen zusammenfassen und fiir die Gairungsquotienten in korrespon 
dierenden Ablesungsintervallen gemeinsame Mittelwerte bilden.  Fiir dic 
Gruppe a erhalten wir demgemaéB folgenden mittleren Verlauf der Gat 
intensitat : 

Fleaner-Tumor. Im ersten Abschnitt sinkt der mittlere Géarungs 
quotient von 14,4 auf 13,2. Im ersten Beobachtungsintervall des zweiten 
Abschnittes hat er den Wert 72,5 und sinkt dann weiter bis auf J/,4. 

Jensen-Tumor. Im ersten Abschnitt sinkt der mittlere Garungs 
quotient von 17,5 auf 16,2. Im ersten Beobachtungsintervall des zweiten 
Abschnittes ist er auf 15,0 gesunken und erreicht schlieBlich den Wert 15.5. 


EinfluB von 0,0025 Mole-Liter KCl. 

Fleaner-Tumor. In der Gruppe a sinkt der mittlere Garungsquotient 
wihrend des ersten Versuchsabschnittes von 15,3 auf 13,5. Nach Zugabe 
von KCl steigt er im zweiten Abschnitt zundchst auf 74,0. dann auf 15,0 
und verbleibt im dritten Beobachtungsintervall etwa auf diesem Werte (Ta- 
belle II, Nr. 1 bis 15). In der Gruppe b zeigt der mittlere Garungsquotient 
ein ahnliches Verhalten: Anstieg von 13,3 zunachst auf 13,6, dann auf 15,0; 
spiter geringes Absinken auf 14,9 (Tabelle IV, Nr. 1 bis 8). 

Jensen-Tumor. In der Gruppe a nimmt der mittlere Garungsquotient 
in den drei Beobachtungsintervallen des ersten Abschnittes von 19,1 auf 17.5 
ab. Nach KC1-Zusatz erfolgt ein Anstieg auf 21,3, hierauf ein Abfall auf 20.6 
und weiter auf 19,3 (Tabelle VI, Nr. 1 bis 14). In der Gruppe b steigt det 
mittlere Gérungsquotient nach KCl-Zugabe von 18,0 auf 27,0 an, um sodann 
auf 19,6 und weiter auf 15,8 abzusinken (Tabelle VIII, Nr. 1 bis 6; letzterer 
Mittelwert aus nur vier Bestimmungen gebildet ). 


EinfluB von 0,01 Mole-Liter KCI. 

Fleaner-Tumor. In der Gruppe a sinkt der mittlere Garungsquotient 
wiihrend des ersten Abschnittes von 14,] auf 13,4. Nach KCl-Zusatz steigt 
er auf 15,8 an, sinkt sodann auf 15,J und verbleibt ungefaéihr auf diesem 
Werte (Tabelle II, Nr. 17 bis 60). In der Gruppe b wird der maximal 
Jirungsquotient erst im zweiten Beobachtungsintervall nach erfolgtem 
KCl-Zusatz erreicht. Der Gesamtanstieg erfolgt von 13,7 auf 16,5, ist als« 
absolut etwa ebenso groB wie in der Gruppe a. Im letzteren Beobachtungs 


intervall sinkt der Géirungsquotient dann auf 15,3 (Tabelle IV, Nr. 9 bis 17). 
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Jensen-Tumor. In der Gruppe a sinkt der mittlere Garungsquotient 
wahrend des ersten Abschnittes von 74.3 aut 17,5. Nach KCl-Zusatz steigt 


vy zunachst auf 23,3 an, fallt im zweiten Beobachtungsintervall auf 79.6 
ab und behalt im letzten Beobachtungsintervall den Wert 19.4 (Tabelle V1, 
Nr. 15 bis 35). In der Gruppe b ist die Zunahme nicht so bedeutend. Der 
Gairungsquotient steigt von 78,0 auf 27,7, fallt dann auf 74,3 ab und erreicht 
schlieBlich den Wert 17,2. Der Abfall ist also absolut fast ebenso gro wie 
in der Gruppe a; der Endwert liegt infolge des geringeren Anstiegs unter 
dem Ausgangswert (Tabelle VIII, Nr. 7 bis 13). 


EinfluB von 0,04 Mole-Liter KCl. 

Fleaner-Tumor. In der Gruppe a nimmt der mittlere Garungsquotient 
wahrend des ersten Abschnittes von 15.8 auf 14,] ab. Nach KC1l-Zusatz 
steigt er zuerst auf 15,7. dann weiter auf 15.9 an, um im dritten Beob- 
achtungsintervall auf 74,9 abzufallen (Tabelle II, Nr. 62 bis 84). KCI- 
Zusatz nach zwei Beobachtungsintervallen erfolgte nur in einem Versuch 
(Tabelle IV, Nr. 18). Er zeigt einen deutlichen Géaranstieg. 

Jensen-Tumor. In der Gruppe a sinkt der mittlere Garungsquotient 
wahrend des ersten Abschnittes von 17,2 auf 15,6. Nach KC1l-Zusatz steigt 
er zunachst auf 2/7,J an, sinkt dann auf 18.0 und schlieBlich auf 16.9 (Ta- 
belle VI, Nr. 36 bis 48). In der Gruppe b steigt der mittlere Garungs- 


quotient nach KCl-Zusatz von 17,6 auf 22,7 an und sinkt dann bis zum 


letzten Beobachtungsintervall wieder auf 17,6 (Tabelle VIII, Nr. 14 bis 20). 


Allgemeines iiber die Kaliumwirkung. 


Nach Zusatz von K Cl steigt demnach das Garvermégen der Tumorzelle 
an. Vergleicht man den Wert, den der mittlere Garungsquotient im 
letzten Beobachtungsintervall des ersten Abschnittes hat, mit dem 
Maximalwert des zweiten Abschnittes, so ergibt sich eine absolute 
Zunahme von /,8 bis 2,5 fiir den Flexner-Tumor und von 3,0 bis 5,8 
fiir den Jensen-Tumor. Der relative Anstieg betraigt fiir den Flexner- 
Tumor 13 bis 18°, fiir den Jensen-Tumor 17 bis 35°... Die Ausschlige 
gewinnen noch dadurch an Gewicht, daB die Kontrollversuche in den 
korrespondierenden Beobachtungsintervallen einen Abfall des mittleren 
Garungsquotienten fiir den Flexner-Tumor um @.7 bis 1.7 (5. bis 
12°), fiir den Jensen-Tumor um 0,8 bis 1,0 (5 bis 6°.) — zeigen. Auf- 
fallend ist fiir die beiden Tumorarten, daB die GréBe und Geschwindig- 
keit des Géaranstiegs von der einwirkenden KCl-Konzentration nur 
sehr wenig abhangen. Fiir den Fleaner-Tumor scheint die Konzentration 
von 0,01 Mole-Liter am wirksamsten zu sein; fiir den Jensen-umor 
ist der EinfluB von 0.04 Mole-Liter starker als der von 0.0025 Mole- Liter, 
wahrend der EinfluB8 von 0,01 Mole-Liter dem der héheren oder dem 
der tieferen Konzentration nahekommt. Die Versuche mit Jensen- 
Tumor gehéren zwei auseinanderliegenden Zeitabschnitten (1927 und 
1929) an und diirften daher an einem weniger einheitlichen Material 
angestellt sein. Es scheint, daB der EinfluB der Kalium- und Calcium- 
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ausschaltung bei den spateren Versuchen starker hervortritt, da di 
CGairungsquotienten des ersten Abschnittes im allgemeinen geringer: 
Werte zeigen. Im Mittel erhalt man fiir die friiheren Versuche (in Ta 
belle V bis VILL) in den einzelnén aufeinanderfolgenden Beobachtungs- 
intervallen Werte von etwa 20 bis 1/9, fiir die spateren Versuche (in 
Tabelle V bis VI) Werte von etwa 76 bis 15. Dementsprechend ist auch 
der Giranstieg nach KCl-Zusatz bei den spiteren Versuchen grébe: 
als bei den friiheren. 


Beim Jensen-Tumor ist der Géaranstieg absolut und meist auch 
relativ gr6Ber als beim Flexner-Tumor. Der Héchstwert des mittleren 
Girungsquotienten wird hier allgemein im ersten Beobachtungsinterval| 
nach erfolgtem KCl-Zusatz erreicht. Auf den Anstieg der Girung folgt 
in den nachsten Beobachtungsintervallen ein stairkerer Abfall, der 
deutlich gréBer als in  korrespondierenden Beobachtungsintervallen 
der Kontrollversuche ist. Die Garzunahme wird dadurch den beim 
Flexner-Tumor erhaltenen Ausschligen angenaihert. Demnach scheint 
es, daB beim Jensen-Sarkom die Wirkung des Kaliums sich aus zwei 
Komponenten zusammensetzt, einer gérungsférdernden und einer 
girungshemmenden. Die schwachere garungshemmende Komponente 
kommt erst nach einer Latenzzeit zur Geltung und tritt anscheinend 
wenigstens nach den Befunden in Gruppe a, um so deutlicher hervor. 
je héher die KCl-Konzentration ist. 


Variation der Ausschlage. 


Um einen Einblick in die Variation der einzelnen Ausschlige zu 
erhalten, stellen wir fiir jeden Versuch die ,,Garungsaénderung™ fest. 
Als solche betrachten wir die Differenz, die der Héchstwert des Garungs- 
quotienten im zweiten Abschnitt gegeniiber dem Garungsquotienten im 
letzten Beobachtungsintervall des ersten Abschnittes besitzt. Die so 
erhaltenen GréBen, die wir als 103° bezeichnen, kénnen als die Glieder 
einer statistischen Reihe aufgefaBt werden. Indem wir fiir jeden Wert 
von AQ die zugehérige Anzahl der Glieder (d. h. der Versuche) fest- 
stellen und in Prozenten der gesamten Glieder einer Reihe ausdriicken. 
erhalten wir ein Bild von der Variation der Ausschlige.  Fiir beide 
Tumorarten fassen wir nicht nur simtliche Kontrollversuche, sondern 
in Anbetracht der geringen Abhangigkeit der Ausschlige von der KCI- 
Konzentration auch samtliche Kaliumzusatzversuche zu einer’ sta- 
tistischen Reihe zusammen. Die prozentuale Verteilung der Versuche 
auf die einzelnen Werte von 1Q}2 zeigt Abb. 1 fiir den Flexner-Tumor, 


" Zahl der Versuche 
Abb. 2 fiir den Jensen-Tumor (n - - 100}: 
Gesamtzahl der Versuche 


Wie man sieht, weist die Verteilungskurve der Kontrollversuche mit 
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Flexrner-Tumor ein Maximum bei den Werten 7 und 0 auf. Fir 
den Jensen-Tumor zeigt sie ein Maximum bei dem Werte I. Von 


ihrem Maximum fallen die Verteilungskurven sowohl nach der positiven 
als nach der negativen Seite steil ab. Die Verteilungskurve der Kalium- 
zusatzversuche ist’ gegeniiber. derjenigen der Kontrollversuche im 
ganzen betrachtlich in positiver Richtung verschoben. Beim Fleaner- 
Tumor zeigt sie bei dem Werte 3 ein Maximum, von dem sie nach 
heiden Seiten ziemlich gleichmaBig abfallt. Beim Jensen-Tumor ist 
eine breite Haufungszone zwischen den Werten — 3 und 6 erkennbar. 
Fir beide Tumorarten liegt das Maximum der Kaliumzusatzversuche 
niedriger als das der Kontrollversuche: dafiir ist aber die Streuung bei 
den ersteren gréBer als bei den letzteren. 
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Abb. 2. 
Garung des Jensen-Sarkoms. 
Variation der Ausschlige bei den Kontrollversuchen ( ) und Kaliumzusatz- 
versuchen (——). (Tabelle V bis VIIL) 


EinftluB anderer KCl-Konzentrationen. 


In je zwei Versuchen mit Jensen-Sarkom wurde der EinfluB einer 
besonders niedrigen und einer extrem hohen KCl-Konzentration unter- 
sucht. Die niedrige KCl-Konzentration war 0,001 25 Mole-Liter, die extrem 
hohe 0,1 Mole-Liter. Die Versuche wurden paarweise am gleichen Tumor 
angestellt. Nach Zusatz von 0.00125 Mole-Liter KCI stieg der Garungs- 
quotient im Mittel von 77 auf 22 und fiel in den nachsten Beobachtungs- 





intervallen auf 19,5 bis 20 ab. 
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Eine Garungsf6rderung ist also auch mit 
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0,00125 Mole-Liter noch méglich. Nach Zusatz von 0,1 Mole-Liter K< 
stieg der mittlere Gaérungsquotient von 17,5 auf 23,5, fiel im nachste: 
Beobachtungsintervall auf 78 ab und sank im letzten auf 17. Das Ergebnis 
vergegenwartigt noch einmal besonders deutlich die geringe Abhangigkeit 
der Gaérungsférderung von der KCl-Konzentration. Der auf den Gir 
anstieg folgende Abfall war bei der starken KCl-Konzentration so grol}, 
daB der Endwert des mittleren Gérungsquotienten den Ausgangswert 
wieder erreichte. Parallel mit diesen Versuchen liefen zwei Kontrollversuch: 
sowie zwei Versuche mit Zusatz von 0,0025 Mole-Liter KCl, die auch einen 
Garanstieg ergaben (erstere der Tabelle V. letztere der Tabelle VI ein 
gefiigt). Bei den Kontrollversuchen nahm der mittlere Garungsquotient 
zwischen den letzten Beobachtungsintervallen des ersten und zweiten 
Abschnittes von 17 auf 16 ab. 

Der EinfluB von 0,001 25 Mole-Liter KCl wurde auch in zwei Versuchen 
mit Fleaner-Tumor gepriift. Auch hier ergab sich noch ein deutliche: 
Anstieg der Girintensitat. Besonders deutliche Effekte erhielten wir ferne: 
in einer Versuchsreihe mit 0,005 Mole-Liter KCl. Jedoch konnten mit 
0.1 Mole-Liter KCl keine oder nur ganz schwache Ausschlige erzielt werden 


2. Gdrung im glucosefreien Medium. 


Bewegt man Tumorschnitte in glucosefreier Rgl. unter anaeroben 
Bedingungen, so erhalt man positive Drucke, welche auf einer CQO,-Ent 
wicklung beruhen diirften. Wir bezeichnen den Vorgang, der dieser CQ,- 
Bildung zugrunde liegt, ebenfalls als ,,Gaérung**, ohne damit iiber seine 
einheitliche Natur etwas aussagen zu wollen. Der in entsprechender Weise 
gebildete ,,Garungsquotient**, dem wir die indifferente Bezeichnung =. * 
geben, betragt rund 10% der fiir glucosehaltige Rel. gefundenen Werte. 
Zur Erzielung gleicher Ausschlige mul demnach etwa die zehnfache Gewebs- 
menge angewandt werden. Bis zu welchem Grade der Géarungsquotient 
fiir glucosefreie Rgl. in den fii glucosehaltige Rgl. eingeht, bleibt unent 
schieden. Es liegt nahe, anzunehmen, dai ersterer bei Gegenwart von 
Glucose herabgedriickt: wird. 

In einer Reihe von Untersuchungen bestimmten wir den Bicarbonat- 
verbrauch nach hinreichend groBer Versuchsdauer und verglichen ihn mit 


der entwickelten, aus der Druckzunahme berechneten (O,-Menge. Die 


Bicarbonatbestimmung wurde teils in einem aliquoten Teil der Suspensions- 
fliissigkeit, teils in der gesamten, entsprechend abgemessenen Suspensions- 
fliissigkeit in unmittelbarem AnschluB an den Versuch ausgefiihrt. Bei 
der ersteren Anordnung schwankten die Resultate betréchtlich, sprechen 
jedoch in ihrer Gesamtheit fiir eine annahernde Aquivalenz von CO,- 
Bildung und Bicarbonatverbrauch. Dagegen war bei der zweiten (ge- 
naueren) Anordnung der Verbrauch an Bicarbonat etwas geringer als dic 
entwickelte (O,-Menge. Danach wiire méglich, daB ein Bruchteil det 
gebildeten Kohlensaure nicht aus dem Bicarbonat stammt, sondern andere: 
Herkunft ist. Ein gewisser EinfluB auf die GréBe der Ausschlige mut) 
wohl auch der Ammoniakbildung zugeschrieben werden, die nach den 
Ergebnissen von Warburg, Posener und Negelein im glacosefreien Medium 
starker als bei Gegenwart von Glucose ist. Da die Ammoniakabgabe unte1 


* In der Gleichung 8S. 204, FuBnote 2, tritt .,cmm CO,** an die Stelle 
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anaeroben Bedingungen kaum als Bicarbonat, sondern in der Hauptsache 
als freie Base erfolgen diirfte, wird die im Medium geléste Kohlensaure mit 
dem Ammoniak reagieren, was eine Verringerung der manometrischen 
Ausschlage zur Folge hat, ohne daB das Verhaltnis der berechneter: COg,- 
Menge zum Bicarbonatverbrauch eine Anderung erfahrt. - Wir unter- 
suchten ferner, wie groB die wahrend eines Versuchs gebildete .Wilchsdure- 
menge ist (Bestimmung nach Fiirth-Charnas). Die Milchsiuremengen, die wir 


in drei Bestimmungen — bei Schnittmengen von 100 bis 200 mg Trocken- 
gewicht und Versuchszeiten von 2 bis 4 Stunden — erhielten, betrugen 


48, 53 und 62°, der jeweils aus den Ausschligen berechneten Gesamtmenge. 
Dies weist darauf hin, daB nur ein Teil der aus dem Bicarbonat ausgetriebenen 
CO.-Menge auf Milchsiurebildung zurtickzufiihren ist und da neben 
Milchséure noch eine oder mehrere andere Sauren gebildet werden. Der 
Anteil der Milchséurebildung muB noch geringer angenommen werden, 
wenn man die CO,-Retention infolge NH,-Bildung beriicksichtigt. 

Es fragt sich nun, ob die Wirkung des Kaliums sich auf die Ver- 
girung des dem Medium zugesetzten Traubenzuckers beschrankt oder 
ob auch der Abbau zelleigener Stoffe (in der Hauptsache wohl ebenfalls 
Kohlenhydrate) durch Kalium gesteigert wird. Die stoffliche Differen- 
zierung der Kaliumwirkung ist wichtig fiir die Frage des Angriffpunktes 
und weiterhin fiir die Klirung des Zusammenhanges zwischen Kalium, 
Gairung und Wachstum, da wir Grund zu der Annahme haben, da 
nicht die Garung schlechthin, sondern nur die Vergairung der Glucose 
zum Wachstum der Zelle in Beziehung steht!. 

Die Untersuchungen wurden ausschlieBlich am Jensen-Sarkom = an- 
gestellt. Die Priifung des Kaliumeinflusses erfolgte in der gleichen Weise 
wie in den vorangehenden Versuchen. Nach einem Girabschnitt in glucose- 
freier Rgl. von 45 Minuten Dauer wurde KCl in drei verschiedenen Kon- 
zentrationen (0,0025, 0,01 und 0,04 Mole-Liter) dem Medium zugefiigt und 
bei den Kontrollversuchen der NaCl-Gehalt in entsprechender Weise 
erhoht. 

In je drei Reihen von Kontroll- und Kaliumzusatzversuchen 
(Tabelle IX und X) zeigt der mittlere Garungsquotient fiir das erste 
Beobachtungsintervall Werte von /,2 bis /,4. Bis zum dritten Beob- 
achtungsintervall sinkt er auf 7,0 bis 7,2. Im zweiten Versuchsabschnitt 
ist bei keiner der drei angewandten KCl-Konzentrationen eine Ein- 
wirkung auf den Girablauf erkennbar. Sowohl mit als ohne KCl nimmt 
der mittlere Garungsquotient bis zum letzten Beobachtungsintervall 
noch ein wenig ab. Die UCbereinstimmung zwischen den korrespon- 
dierenden Versuchsgruppen ist eine ziemlich genaue. 

Wir kommen somit zu dem SchluB, daB unter den gegebenen 
Bedingungen die Garung in glucosefreier Rgl. durch Kalium nicht 
gefordert. wird. 


1 Siehe dariiber die Untersuchungen von Rosenthal am wachsenden 
Zwerchfell (Zeitschr. f. Krebsforsch. 27, 125, 1928). 
14 * 
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212 A. Lasnitzki u. O. Rosenthal: 


Zusammenfassung. 

1. Die anaerobe Girung der Tumorzelle (Rattenimplantations 
tumoren, Vergirung von Glucose) steigt an, wenn nach einem Giiral) 
schnitt im kalium- und calciumfreien Medium Kalium hinzugefiigt wird 

2. Der Garanstieg erweist sich von der Konzentration des Kalium: 
nur wenig abhingig. 

3. Beim Jensen-Sarkom ist neben der girungsférdernden ein 
girungshemmende Komponente nachweisbar. 

4. Unter den gleichen Bedingungen wird die Garung im glucosefreics 
Medium durch Kalium nicht beeinfluBt. 


Tabellen. 


Die Messungen begannen im allgemeinen etwa 20 Minuten nach Ein 
hangen der GetaBe in den Thermostaten, zuweilen etwas spater. Zwischen 
den Abschnitten I und II lag fast immer ein Intervall von 15 Minute: 
In wenigen Versuchsreihen war das Intervall um einige Minuten ver 
langert; in einer Versuchsreihe (Tabelle I, Nr. 6 und 7; Tabelle Il, Nr. 22 
und 23) betrug es etwa 45 Minuten (Unterbrechung zwischen beiden Alb 
schnitten. Volumen der Ringerlésung in Abschnitt I: 1 cem, in Abschnitt I] 
2cem). Die durch solche zeitlichen Verschiebungen bedingten Abweichungen 
in der Géarintensitat korrespondierender Beobachtungsintervalle werden 
vernach lassigt. 

Das tibliche Waschen der Tumorschnitte vor Beginn des Versuchs ist 
einige Male unterblieben (Tabelle 1, Nr. 28; Tabelle II, Nr. 6; Tabelle II. 
Nr. 9; Tabelle IV, Nr. 4; Tabelle VI, Nr. 1 und 15). 

Elf Kaliumzusatzversuche wurden ohne begleitende Kontrollver- 
suche, sechs Kontrollversuche ohne’ begleitende Kaliumzusatzversuche 
ausgefiihrt. Sonst laufen Kontroll- und Kaliumzusatzversuche einande: 


parallel. 
Die fir die Versuche im glucosefreien Medium notwendigen groBen 
Schnittmengen bringen methodische Abweichungen mit sich. Da das 


Eigenvolumen der Schnitte und die mit ihnen eingebrachte Fliissigkeits 
menge nicht vernachlassigt werden kénnen, wird die wahre KCl-Konzentra 
tion in Abschnitt II etwas geringer sein als ihr theoretischer, in den Tabellen 
angegebener Wert. Entsprechendes gilt fiir den Kaliumgehalt der Schnitte 
selbst. In den zuletzt (1932) angestellten Versuchen ist die eine Febhler- 
quelle durch vorheriges Aufsaugen der den Schnitten  anhaftenden 
Flissigkeit vermieden. Ferner kann in gewissem Umfang eine Reten- 
tion der gebildeten Géarungssaéure von seiten des GewebseiweiBes ein 
getreten sein. Da diese Retention nicht bestimmbar ist, mute sie ver 
nachlassigt werden. 

Von den Versuchen im glucosehaltigen Medium sind die Einzelwerte 
der Garungsquotienten bis auf Finer, die Mittelwerte bis auf Zehntel an 


gegeben. Von den Versuchen im glucosefreien Medium sind sowohl Einze! 


als Mittelwerte bis auf Zehntel angegeben. — In Tabelle | bleiben einzeln 
Kontrollversuche wegen gréBerer Schwankungen der Gérintensitét im 
zweiten Abschnitt bei der Mittelwertsbildung unberiicksichtigt. 
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Kontrollversuche ohne und mit NaCl-Zusatz. 


Garung 


des 


Flexner-Joblingschen 


Gruppe 


213 


Rattencarcinomes. 


a. 





Versuch 


26 


Datum 


1926 


Tote te tC te 


(woO~wm YO 


Wwe — 


oe. 
b. 
10. 
10. 
ES. 
20. 
10. VI. 
15. VI. 
16. VI. 
18. VI. 
27. VIL. 
2 xa. 
SB. He. 
A xi. 
1027 
16: iii. 
15. ILI. 
S FV. 
1927 
10. III. 
10. IU. 
18. ITI. 
30. ITI. 
31. ii] 
1926 
13... EX. 
13. IX. 
6. TK. 
30. IX. 
30. IX. 
1924 
16. 
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Alter 
des Tumors 
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paltyo to 


oS bo LS GOS DY Sr on 
03 Smo 


29 
33 
33 
35 
36 
40 
40 
42 
dO 
292 
27 
28 
30 
41 
29 
30 
31 


to bo bo 


5 
5 
» 
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3,79 


Im Mittel: 


a 
39 
38 
19 
20 


64 
33 
.08 
86 
89 


bo lO bo & bo 


Im Mittel: 


39 
39 
42 
23 
23 


35 


1.91 
2.86 
3,73 
3.04 
4,32 


3,46 


Im Mittel: 


16 
13 
1] 
(13) 
14 
13.5 
16 
18 
12 
11 
13 
(11) 
14.0 


Girungsquotienten 


Abschnitt I 


(11) 
11.6 


te ot 


12.0 


Abschnitt Il 


1D 15 0 
12 12 
14 14 
10 
12) () 
4 7 
16 14 
17 15 
q sS 
16 13 
7 7 
16 13 
11 10 
16 16 
13 12 
11 12 
10 11 
7 5 
18 19 
1s 1b 
11 9 
10 11 
13 13 

14 
12 1] 
y 4 
8 10 
10) 16) 
7 16 

11 


12 11 
11 10 
14 10 
(3) (13) 
12 13 
12.3 11.0 
9 11 
14 15 
11 13 
8 8 
10 4 
(10) 
10.4 11,2 
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Tabelle I (Fortsetzung). 








= = Girungsquotienten Zs r 
= & N . 
Z = 5 re ‘ eee= 5 
2 Datum = Abschnitt I Abschnitt II gts et 7 
Nr Tage 0—15' 15—30' 30—45'| 0—15' 15-30" 30-45') BS EG Ny 
1926 
$1 30. VI 42 | 2,85 13 15 16 16 13 ; 
42, 30. VI 42 | 3,13 17 17 17 16 13 Li 
13 1. VII. 43 | 2,79 | 20 17 22 16 16 14 It 
$4 8. VII 42 | 1,78 | 26 24 24 >] 17 17 I 
45, 28. VII 42 | 1,78 12 9 10 7 9 9 0.04 2 
$6 29. VII. $3 1,76 19 16 14 16 13 11 Mole- 21 
17 | 14. IX. 40 | 1,93 || (17) | (18) | (12) || (18) (8) (13) Lite 22 
48} 15. IX. $1 2,97 8 11 11 11 11 11 23 
49; 15. IX. | 42 | 2,22 19 17 20) 17 14 13 24 
50 1. X. || 24 | 3,97) 16 17 13 15 13 12 =) 
1 1 X. | 24 | 2,84 9 9 10 9 8 7 26 





Im Mittel: 15.7 15.2 15,7 144 128 12.0 28 











Gesamtmittel: 144 133 13.2 125 18 11,4 
» 
31 
32 
Tabelle IL. 33 
34 
Garung des Flexner-Joblingschen Rattencarcinoms. 39 
36 
EintluB von 0.0025, 0,01 und 0.04 Mole-Liter KCI. 37 
38 
Gruppe a. 39 
10) 
= - é 2 2 Girungsquotienten KCl- a 
= $5 255 ———— Konzen : 
be Datum <"" 2a Abschnitt | Abschnitt Il tration 13 
> a | Soe Ohne Kalium Mit Kalium in Ab $4 
cj} to RRA RARE 5 aE IR ae = schnitt I] 15 
Ny Tage mg 0-15 15—30' 30-45 0-15 15—30’ 30—45 16 
1926 417 
I 4. II. 27 2,3 8 9 8 10 10 13 18 
2 16. VY. 40) 2.67 12 10 10 11 12 - 19 
3 27. VII. 41 1.60 17 12 14 10 15 17 50 
1927 51 
10. III. 29 2,79 15 14 14 15 14 15 2 

i) 10. III. 29 3,23 13 11 11 11 12 11 
6 15. Il. 25 «2,69 19 18 19 18 19 14 0.0022 53 
7 18. III. 28 2,45 11 10 11 12 10 14 Mole- Ad 
8 28. III. 17 1.94 21 20 15 13 15 18 I ‘tos a 
9 30. ITI. 19 3.79 18 17 15 17 18 16 a 5G 
10 30. IIL. 19 | 2,72 17 13 16 16 20 17 57 
11 30. III, | 19 2,90 18 17 16 19 | 22 17 58 
12 31. III. 20s -3.64 15 14 15 17 15 16 59 
13 |} $1. III. 20» 3,26 17 17 14 16 19 18 a 

14 31. Iii. 20 3,26 17 16 13 13 16 15 
15 a &% 22 4,91 11 11 11 12 12 14 60 
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Tabelle IL (Fortsetzung). 








| 3 Garungsquotienten KCl 
2 S5 Konzen- 
3 Datum =z" Abschnitt I Abschnitt I] tration 
> x Ohne Kalium Wit Kalium in Ab- 
= schnitt I) 
= Nr lage my 0-15 15-30’ | 30—45' 0-15 15—30’ 80 —45’ 
1926 
17 i 52 3,9 13 13 11 18 16 17 
18 o. if. 2 $5 13 11 12 17 16 16 
19 S i. 52 3.9 12 12 12 17 16 17 
04 20 4. If. 27 | 2,9 6 6 6 1) 8 10 
te? 2] a EE 31 | 2.3 ) { 6 4 9 10) 
iter 22 11. III. 29 2.58 13 13 11 21 16 14 
23 ca.. FEL. 29 | 2,87 17 17 16 21 17 17 
94 || 26. IIL. 43 | 4,44 13 13 13 17 15 17 
25 || 26. ITI. 43 | 3,43 15 16 ?O 17 16 18 
26 || 29. TIL 29 | 2.72 12 of) 11 15 13 13 
27 9. ILI. 29 | 2,62 7 5 8 i) 8 10 
28 D V. 35 2,58 14 12 11 17 17 17 
29 ae 2 36 4,54 16 18 16 21 19 20 
30 6 V. 36 3,21 15 20 21 20 19 20 
3 10 V. 40) 2,48 ‘ 8 8 9 10 
32 12 V. 42 2.13 10 12 1] 1] 6 10 
3: cs Ww. 42 | 2,19 11 7 4 11 i) 7 
34 20. Vz. 50 82.81 19 21 19 21 20 21 
35 10. VI. 22 | 2,74 24 26 24 23 22 23 
36 14. VI. 26 —-3..32 18 18 17 20 17 20 
37 14. VI. 26 3,19 10 14 14 19 15 19 
38 15. VI. 27 | 3,45 14 15 14 i 15 16 
39 || 16. VI. | 27 | 2,17 11 14 14 15 15 11 0,01 
— 40' 16. VI. | 28 | 2,76) 14 13 14 145 14 15 ¢ Mole- 
| 16. VI. | 28 2,90) 11 14 11 14 12 11 Liter 
Cl- 121 18. VI. || 30 | 4,91 13 12 12 14 14 13 
we 3 18. VI. 300 406 0°17 l4 13 15 16 14 
Ab $4 28. VI. 40 3,18 4 q § 4 i) 4 
nitt UT $5 28. VI. 40» 3.36 i) fal & 8 4 & 
46 || 30. VI. 42 | 3,12 18 r 17 20 18 18 
47 oT. Vil. $] 2,22 20) 6 20 16 20 19 
$8 iS. EA. 4] 2,12 16 22 19 21 14 18 
44 iG. IX. $2 3.95 22 24 21 23 25 25 
50 16. IN. 42 | 3,90 20 18 18 21 24 21 
51 B. XE. 30 1,78 13 13 13 15 14 13 
52 B. mee. 0) 3.81 14 12 12 14 14 12 
1927 
O02. 53 15. IIT. 25 2,49 21 16 17 17 20 1] 
lole D4 18. III. 25 2,73 12 12 12 13 12 12 
site? dd 28. III. 17 1.84 18 14 13 13 20 18 
56 30. IIT. 19 2.83 19 16 14 13 24 17 
57 31. ITI. 20 2.94 15 14 12 1b 16 16 
58 5. IV. 25 3,44 11 10 11 12 12 11 
59 & &F. 25 3.65 14 9 a) 10 13 14 
1929 
60 16. ;. 3d 2.72 (14) (14) (17) 





Im Mittel: 14.1 13.7 134 158 15.1 15.2 
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Tabelle IL (Fortsetzung). 
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A. Lasnitzki u. O. Rosenthal: 


Tabelle V. 
CGarung des Jensenschen Rattensarkoms. 
Kontrollversuche ohne und mit NaCl-Zusatz. 


Gruppe a. 





Versuch 


26 


rat 
PS 
30 
31 


Gesamtmittel: 17,5 168 16.2 15.0 141 13,8 














: 5 Girungsquotienten = 
Datum v x Abschnitt I Abschnitt I 
= & —_—— 
Tage mg 0—15’ | 15—30' | 30—45’ || 0—15’ 15-30’ | 30—45' . 
1927 N 
4. V. || 27 | 2,99 | 22 19 20 18 19 15 
24. VI./| 24 | 2,29 | 30 23 25 19 23 25 
30. VII. || 12 | 3,94 23 21 20 19 19 18 
5. VIII. || 18 | 2,58 17 19 16 16 16 . 
6. VIIL 19 4.51 18 18 14 15 13 14 
1929 
1s. If. 22 2.99 17 18 17 17 14 15 0 
oo. X. 13 6,70 21 21 22 20 19 |; 18 
L. XE. 16 4,99 21 20 19 18 16 | 16 ( 
6. XI. 21 5.70 17 18 16 16 15 15 / 
29. XI. 30 «6,64 17 16 16 15 14 | 14 ‘ 
2. X11. 18 3,59 17 19 18 19 15 17 ‘ 
16. XI. 18 3.84 17 Li 17 17 17 16 1 
Im Mittel: 198 191 183 17.4 16.7) 16.6 
1927 ¢ 
29. III. | 18 | 416 || 25 | 24 | 24 ' 28 | 20 | 20 Ie 
1929 0.0025 1; 
25. VII. 22 9.61 16 16 15 14 14 i3 Mole- 
24. 200 4,08 15 13 13 9 8 8 Liter 
13. XII. 15 4.39 15 14 14 14 13 13 
Im Mittel: 17,8 16.8 16.5 15.0 13,8 13.5 - 
1929 * 
30. I. | 25° 2,22 | (17) (18) (17) (16) + 
20. II. 23 | 2.46 21 19 1% 18 17 18 16 
29. IV. 19 | 3,47 18 16 15 14 11 11 x 
2. V. | 22 | 4,36) 17 15 14 1] 9 8 0,01 >] 
8 XI. 23 | «4,38 12 12 11 10 10 10 Mole- - 
15. XI. 16 | 3,32 14 14 15 15 14 14 Liter 
22. Al. 23 4,07 17 16 17 13 13 11 on 
3. XI. 19 4.75 15 15 14 15 13 14 23 
ye s: 8 19 | 3,76 14 14 15 15 14 14 D4 
Im Mittel: 16.0 15.1 15.0 13.9 126 12,5 25 
1927 26 
1b. Xi. 16 =3.88 18 20 19 16 17 16 27 
1929 | 28 
i; Ten. 32 1,69 17 12 10 8 5 7 0.04 29 
oe. ¥. 30 4.86 15 15 14 12 12 11 Mole- 30 
9. VII. || 25 | 6,20 16 16 14 11 9 8 Liter 31 
5. XII. 21 | 3,53 9 10 10 11 9 9 32 
18. NIT. 20 | 3,95 14 13 13 12 12 12 33 
Im Mitte: 148 143 133 11.7 11.2 105 = 
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Tabelle VI. 
Garung des Jensenschen Rattensarkoms. 


EinfluB von 60,0025, 0.01 und 0,04 Mole-Liter KCI. 


— Gruppe a. 














2 - S ize Garungsyuotienten KCL 
i 25 = = Konzen 
& Datum a" ==4 Abschnitt | Abschnitt II tration 
> m) Rem Ohne Kalium Mit Kalium in Ab- 
a] & sehnitt I 
Nr Tage mg O15 15 30 0-45’ O-15 15 ‘) 0 45 
1927 
1 19. Il 29 4,83 9 11 12 16 16 15 
2 9, TI] 18 5.51 25 24 23 26 25 24 
3 9, III 18 | 4,78 || 25 23 22 »4 24 »4 
4 24. VI. || 24 | 2,96 || 26 23 23 23 24 24 
Y 5 || 24. VI. | 24! 3,94 | 24 20) 2] 22 22 2? 
1929 2 
6 1. HW. | 27/298! 25 | 28 | 2 25 19 17 (y 2,0029 
7 || 25. VII. 22 884 > 16 16 16, 22 22 19 pred 
8 5. XI. 20 4,14) 15 12 12 15 17 16 — 
4 6; 2s: 21 5.96 18 19 16 20 4) 19 
10 29. XI. 30 | 6,91 18 17 17 20) 18 17 
11} 29. XI. | 30 | 6,34 17 15 16 19 17 16 
12 2. XII. 18 3,09 16 17 15 D4 D4] 19 
13 || 13. XI. 15 3,44 15 11 13 19 9 18 
25 14|| 16. XII. | 18 | 4,91 18 18 18 23 23 20 
lole- Im Mitte: 191 178 17.5 213 205 193 
iter 
1927 
15 || 19. TH. | 29 , 3,57 14 15 14 19 15 14 
16 29. Til. 18 4.86 25 24 24 27 23 23 
17} 29. Jil. 18 4,80 25 24 4 27 24 24 
18 4. V. 27 | 3,96 20 19 18 22 18 17 
19 || 24. VI. || 24 | 2,79 | 26 23 23 25 23 24 
o1 20; 24. VI. || 24 | 2,22 26 26 26 26 28 28 
“ 21 15. VII. | 16 | 3,38 19 21 18 24 22 21 
iter 1929 
22 30. I. || 25+! 1,59 17) (17) 2] 21) 0.01 
23 | 20. II. | 23 | 2.60 | 22 20 20 27 23 27 ML le 
24 || 13. TIL || 22 | 2,97 || 18 19 16 23 2) 22 I egal 
2% 29. IV. 19 317 18 13 12 2») 17 17 en 
26 2. V. || 22 | 5,59 15 14 14 24 17 17 
27|| 29. X. | 13 | 7,68) 22 2] 22 24 22 21 
28 1 XZ | 16 | 3,81 18 17 17 23 18 18 
O4 29 L. St. | 16 | 422 18 17 17 21 16 17 
lole- 30 8. XI. | 23 | 4,18 13 13 13 2? 17 18 
iter 31 15. XI. 16 3,15 13 12 13 22 18 17 
$2 || 22. XI. | 23 | 405 14 14 14 21 16 16 
33 3. XII. | 19 | 4,75 16 15 14 21 16 17 
34 || 16. XII. | 18 | 4,40 17 17 17 23 20 20 
35 17. XII. | 19 3,68 13 13 14 24 18 18 
Im Mittel: 18.3. 17.9 17.5 23.3 19.6 198 
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Tabelle VI ( Fort setzung). 
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' : = 2 Garungsquotienten K Cle 
S sis = Konze 
ao S34 Abschnitt | Abschnitt II tratio: 
‘a | SSH Ohne Kalium Vit Kalium in Ab 
= = sehnitt | 
lage mg 0—15’ | 15—30’ | 30—45’ || 0-15’ 15—30’ , 30—45’ 
16 3.61 16 17 16 22 22 20 
16 1.14 18 18 Is 22 22 1% 
12 1.78 22 21 20 +4 1 19 
12 4,22 22 20 20 24 20 20 
18 3,20 19 19 19 24 21 
19 5,31 17 15 14 19 16 16 0.04 
19 2,96 21 18 16 26 20 20 a 
Liter 
32 1.95 17 13 12 16 12 12 
30. 5,16 14 14 14 20 15 15 
25 7,06 15 15 13 20 16 14 
21 3,20 10 11 10 19 14 15 
18 4,07 17 16 16 20 19 16 
20 4,21 16 17 15 20 18 17 
Im Mittel: 17,2 16.5 15,6 21.1 18.0 16,9 
Tabelle VII. 
Garung des Jensenschen Rattensarkoms. 
Kontrollversuche ohne und mit NaCl-Zusatz. 
Gruppe b. 
= e Ga&rungsquotienten Erhihung 
© & § 2 Eh der Na Cl- 
Zz =F Konzen- 
2 ia Abschnitt I Abschnitt II tration in 
= 3 a Abschnitt I] 
Tage 0—15’ | 15-30’) 0—15' 15-30" | 30—45' nisies 
26 3.63 15 16 17 iw" | 
? 2,83 17 18 15 12 10 0 
15 5.74 19 18 17 18 16 
Im Mittel: 17.0 173 16.3 143 13.3 
5 ar ( - r | 0.01 
17 2.54 19 19 17 15 | Mole-Liter 
26 .85 19 17 17 18 15 | 0,04 
27 3,83 18 18 16 15 16 Mole- 
16/301 19 17 | 16, 15 14 J Liter 
Im Mittel: 18,7 17.3 16.3) 16.0) 15.0 


Gesamtmittel: 18.0 17.6 164 15.1 14.2 
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EinfluB von 60,0025, 0.01 und 0,04 Mgle-Liter K Ci. 


Tabelle VIII. 


Garung des Jensenschen Rattensarkoms. 





>] 


Gruppe bb 





Versuch 


imors 





Girungsquotienten 


kK Cl- 


Absehnitt I Konzen- 











Dat =e : Abschnitt I 
seine F: Eu. Ohne Kalium Mit Kalium Donte tig 
Nr Pane mg 0 15 15 ) 0 lb 15 ti 1). 45 
1927 
l 3. V. 26 4.51 18 18 24 21 1s 
2] 3 VV. | 26 | 601) 18 | 18 | 18 16 | 4 oo 
3. 31. Vz ? | 3,31) 18 18 17 17 14 Mole. 
4 31. V.z ? | 383) 18 18 1) 19 17 ‘titer 
5 4. VILL. 17 148 | 24 22 2h 2? Te 
6 4. VU ¥; 3.90 20 1 22 24 
Im Mittel: 18.5 18.0 21.0 19.7 15.8 
1927 
7 3. V. 26 6,28 19 18 22 18 17 
s 3. V. 26 4.94 1 19 22 17 18 
9 31. V. ? 2,79 18 16 1 19 16 O01 
10 a. V. ? 2.81 1d 16 19 17 15 Mole- 
11 26. VII 27 5.12 19 19 22 1 1s Liter 
12 6. VII 27 4,52 17 18 20 19 19 
13 t. VIII 17 3.63 20 20 24 19 
Im Mittel: 18.1 18.0 21.1 18.¢ 17.2 
1927 
14 14. VII. 15 4,99 17 17 23 () 17 
15 25. VII. 26 5.56 16 19 24 17 17 
16 25. VII. 26 5.38 18 16 24 t 17 0.04 
17 26. VIL. 27 4,56 19 19 22 h 10 Mole- 
18 26. VII. 27 3.64 16 15 18 15 16 Licer 
19 3. VITI. 16 3.68 19 19 24 19 19 
20 3. VIII 16 3,62 18 15 24 21 18 
Im Mittel: 17.6 17.6 22.7) 183 17.6 
Tabelle IX. 
Garung des Jensenschen Rattensarkoms im glucosefreten 
Medium. 
Kontrollversuche. 
a 3 + 2 Giarungsquotienten 
3 £5 2% 
o Datum <" | 926 Absehnitt Absehnitt II 
- x + Te 
= 
Nr. Tage mg 0 15 15 — 30’ 45 0—15’ | 15 —30 1) 45 
1929 
1 18. <3f. 22 18.6 1.5 1,5 1.5 + L.3 1,2 0 
1929 
2 25. VII. 22 | 72,0 1,2 1.0 0.9 0.9 0.9 0.9 | 0.0025 
3 5. XI. 20 71.6 1,4 2 L3 0.9 1.0 1.0 Mole- 
4 13.XIL 15 252 1.6 2 41 112 11 09 J Liter 
Im Mittel: 1.4 1.1 1.0 1.0 1.0 0.9 
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Tabelle IX (Fortsetzung). 
= 5 ale Garungsquotienten 
; 22 | 223 ——________ 
} 4 . =— Sos 
2 Datum 7. 6 ee Abschnitt I Abscehnitt II 
Nr Tage om 0—15’ | 15—30' | 30—45' 0—15' | 15—30° | 30—45' . 
1924 
5 29. IV. 19 | 22.0 1,8 1,2 1,2 1.1 1.0 1,2 1 
6 x . wa zz | 31,9 7 1,2 Ls 1.0 1.1 1,0 1 
7 & XI. 23 44.3 1,2 1,2 1,1 1,0 1,1 0,9 0,1 1 
8 16. Ee. 16) 44,2 1,4 1.3 1,2 1,2 1.1 1,0 Mole- 1 
9 22. XI. 23: «61,9 1,2 1,2 1,2 12 1.0 1.1 Liter 
10 3. XII 19 54.5 1,2 1,2 1,0 1,2 1.0 1,0 1( 
11 17. XII 19 = =33,0 1,2 La 1.0 1.0 1,1 1,0 |} 
Im Mittel: 14 212 411 21 411 10 ie 
1929 J 
t 12 at. YY, 30.) 38,8 1,2 a 0.9 0,9 0.9 1,0 
13 9. VII. 25 ©§«=«82,2 1,1 0,9 0,8 0.8 0.8 0.8 
14 5. XII 21 23,5 1,0 1,0 0.8 1,0 1,3 i,2 
15 18. XII 20 | «©39,5 &, 1,1 1,0 0,9 1.1 1.0 0,04 
1932 Mole- 
16 & IX. 40 51,9 13 13 1,0 0,8 0,8 0.7 Liter 
17 22. EX. 27 | 31,0 1,3 1,0 1,1 1,0 0,9 0,9 
18 28. IX. 15) =3B6,1 1,6 1.3 1,2 1,2 1.1 0.8 
19 -_ 20 | 36.5 1,6 1,3 1,2 1.1 1.1 1,0 
WeD Im Mittel: 1.3 1.1 1.0 1,0 1.0 0.9 


Tabelle X. 


Garung des Jensenschen Rattensarkoms im glucosefreien 


EinfluB von 0.0025, 


Medium. 


0.01 und 0,04 Mole-Liter KC. 





a ee 


A 


w~lom 


SARA Gatien cman nn eae 





Versuch 


atum 





des Tumors 


Tage 





71,6 
61,5 


21,2 


Im Mittel: 


22 
19 
22 
23 
16 
23 
19 
19 


16.6 
21,0 
32,5 
44.0 
45.6 
47.3 
51,8 
31,5 


Im Mitte): 








Girungsquotienten KCl- 
_ — - oe - - Konzen- 
Abschnitt I Abschnitt II tration 
Ohne Kalium Vit Kalium in Ab- 
| — sehnitt I! 
15’ | 15—30’ 30—45’ || 0—15’ | 15—30' | 30—45’ 
3 1,0 OY O.9 0.9 0.9 0.0025 
1,5 1.3 ‘3 0.9 1,0 1,0 Mole- 
1,7 3 13 138 11 09) f Liter 
1,4 1.2 1.1 1.0 1.0 0.9 
1,6 1.6 ‘3 1,1 1.1 1.1 
1,6 1,3 1.3 } 1,2 1.3 
1,5 1,2 1,2 1,1 1,0 1,0 0.01 
1,2 1,2 1,2 1.0 1.1 0,9 Mole- 
1,5 1,3 1,3 1,2 Ba 1.1] Liter 
1.3 1,2 1,2 1,2 1,1 1,1 
1.3 1,2 1.1 1,2 1.1 1,1 
18 | 10 | 12 | 10/ 11 | 10 
1.4 1,3 1,2 1,1 1,1 1.1 
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Tabelle X (Fortsetzung). 





Versuch 


Ci we So te 


16 
1% 
18 
1Y 


Datum 





t 
§ Girungsquotienten K Cl- 
Ze — . Konzen- 
=> Abschnitt I Abschnitt II tration 
L Ohne Kalium Mit Kalium in Ab 
= schnitt I 
lage mg O—15’ , 15—30’ | 30—45’ || O—15’ | 15—30' | 30—45’ 
30 37,2 1.1 1.0 U8 Og 1,0 1,0 
25 ~—s-86,8 1,1 O 0.8 0.8 O7 0.7 
21 22,9 1,1 & O,9 1,1 1.3 1,1 
20 = 38,8 1,3 ‘3 1.1 1.1 0.9 1,0 0,04 
Mole- 
40 482 1,2 1,1 1,0 0.8 0,8 0,7 Liter 
27 2o.e 1,3 1,1 1.1 1.0 a 0,9 
15 ; 40,5 1,5 1,3 1,1 1,1 1,0 0.5 
20 37,4 1,5 1,3 1.2 1,2 1,1 1,0) 





Im Mittel: 1.3 1,1 1.0 1.0 1,0 0.9 
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Uber synthetische Nucleoproteide. 


XVIII. Mitteilung: 
Bindung der Biokolloide. 


Von 
St. J. von Przylecki, S. Frajberger und W. Giedroye. 
(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat Warschau 
(Eingegangen am 10. April 1933.) 
Mit | Abbildung im Text. 


Die Untersuchungen tiber die synthetischen Nucleine zeigten', 
daB viele Eigenschaften der entstehenden Verbindungen besonders von 
der EiweiBkomponente abhangig und hervorgerufen sind. In diesem 
Teil wollen wir die Eigenschaften von Nucleinen, wo die Eiweil- 
komponente (E.) in Form von Globulin (Serumglobulin, Edestin). 
Albumin (Ovalbumin), Gelatine, Histon und Pepton anwesend ist. 
untersuchen. Als Nucleinsiure wurde die aus Hefe erhaltene Substanz. 
Guanylsiure oder Xanthylsiure, gebraucht. Gleichzeitig wurden 
Versuche mit Dreikomponentensystemen, und zwar wo zwei verschiedene 
E. im System anwesend sind, ausgefiihrt. 


Methodik. 


Das Ovalbumin, Pepton und Hefenucleinsiure stammten von Jerch, 
das Globulin wurde im Institut nach Hammarsten durch Dialyse bereitet 
Das Nuclein wurde von Dr. Griibler und das Glutin von Coignet Pére & Fils 
bezogen. 

Verschieden konzentrierte Lésungen dieser Substanzen wurden be! 
verschiedenem py durch NaOH-Zusatz bereitet und miteinander gemischt 
Die Ausgangslésungen und die Mischungen waren stets klare Lésungen 
Erst dann wurden verschiedene Mengen von 1- oder 10 °$iger Essigsaur 
oder n/10 oder n HCl zugesetzt, um bestimmte py zu erhalten. 

Hierbei entstanden Ausfallungen. Das Koagulat wurde filtriert, mit 
(,H,O, oder HCl bei demselben py gewaschen, gewogen, in Lauge gelo-! 
und der N- und P-Gehalt bestimmt. 


' St. J. v. Przylecki, diese Zeitschr. 258, 79, 1933. 
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N wurde nach Parnas-Wagqner, P entweder nach Newmann oder nach 
Veraschung mit H,SO, nach Lohmann-Jendrassik bestimmt. 

Das Filtrat wurde weiter angesduert und auf das gewiinschte py 
gebracht. Wenn eine Ausfillung entstand. wurde sie von neuer analysiert 
Bei sehr niedrigem py. z. B. bei Zugabe von nm HCl wurde das Filtrat 
bis pH 8 alkalisiert und mit C,H,O, angesauert. Auch da. wo keine Aus 
fallung entstand, wurde das Filtrat auf K.- und NS.-Anwesenheit: gepriift 
und sein Verhalten nach E.-Zusatz untersucht. 


Ergebnisse. 
1. Globulin Cuanylsdure. 


Wenn zu Serumglobulin, das bei py 8 in 2° oig. NaCl gelést wurd 
(0.59%), Guanylsdure (0.4°.,) zugesetzt wird, so bleibt die Loésung klar. 
Bei CyH,Os-Zugabe entsteht sowohl in der Kontrolle (Globulinlésung) wie 
in der Mischung ein Niederschlag, der bei weiterer Saéurezugabe zunimunt. 
Das kritische py (A py). bei dem die Ausfallung erfolgt, ist 5.1. Der Niedet 
schlag enthalt die Guanylsaéure. Dies wurde durch die Steigerung des 
P-Gehaltes in der Ausfallung, die aus der Mischung stammt, nachgewiesen. 
Die Ausfaillung des Globulins bei py 3.0 enthalt 0.115° 4 P. diejenige von 
Xanthylglobulin 0,53 bis 0.64%. Ahnliche Resultate wurden mit XNanthy! 
siure und Globulin erhalten. 


2. He he nucleinsaure Globulin. 


a) Serumglobulin, Das Protein wurde in 2% ig. NaCl bei py 8 gelost. 
Wenn gleiche Volumina gleich konzentrierter NS. und Globulin g@emischt 
werden, erfolgt keine Ausfallung. Nur bei leichter Ansdiuerung entweder 
durch C,;H,O, oder HCl erfolgt eine voluminése Ausfallung. Diese Fi 
scheinung wurde von py 6.0 an beobachtet. Durch weiteres Ansiduern 
ertolgt eine Vermehrung des Koagulats um etwa 130°. bei py 5.7 haben 
wir z. B. 65mg Ausfallung; das Filtrat ist tribe. Bei py 4.4 betrug die 
Ausfallung 77 my, bei py 4.4 und 4,0 bis 87 mg. 

Von diesem py an erfolgt fast keine Vermehrung der Austallung mehr. 
Gleichzeitig mit der Anderung der Menge des Koagulats andert sich auch 
sein P-Gehalt, und zwar haben wir bei py 5.7 1.1% Py bei py 4.9 2.1%. 
bei py 4.0 3,596 und bei py 3.3 3.7°, im Koagulat. Die Vermehrunyg 
der Ausfillung von einem bestimmten py an kann also hauptsachlich 
durch die Vergr6éBerung der mit dem Globulin gebundenen NS. erkliart 
werden. 

Die totale Ausfallung erfolgt also nicht bei dem A py. Es gibt eine 
Pu-Zone, wo bei einem gewissen py die Koagulation anfangt und bei eimen: 
anderen ihr Maximum erreicht. 

Ein solehes Anfangs-py ist in dem untersuchten Falle 6.0.) Das Filtrat 
einer solehen Mischung gibt bei weiterem Séurezusatz eine neue Ausfallune. 
Nur bei py etwa 5,2 geben die Filtrate keine Ausfallung beim Ansauern mehr. 

Von diesem py ab enthalten die Filtrate kein Protein mehr, sie enthalten 
aber noch NS., die bei Zugabe von Eiweils (Globulin oder Albumin) eine 
neue Ausfallung geben. Die NS.-Menge. die in das Filtrat tibergeht. hangt 
vom py der Lésung, der E.- und NS.-Konzentration, ab. 

Die erhaltene Nucleinausfallung ist leicht in Lauge l6slich. sie ist aber 
im UberschuB von Essigsiiure oder HCl] unléslich. 
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b) EKdestin. Die ausgefiihrten Versuche zeigen, dai das Kpy di 
Nucleoedestins bei py 7.9 legt. Auch hier wurde ein py-Gebiet. bei de: 
die Austallung einer Vermehrung unterliegt. beobachtet. 

¢) Ovoglobulin. Das A ypy des erhaltenen Nucleins liegt bei 5.2. 


3. Nuclein von Dr. Griibler. 


Das kéufliche Nuclein, dessen P-Gehalt zu 3,9°, bestimmt wurd 
wurde in Lauge bet px 8,5 gelést, filtriert oder zentrifugiert und sofor 
analysiert. 

Das A py, von dem an die Koagulation erfolgt, ist stark von der Kor 
zentration des angewandten Nucleins abhangig, bei einer | © ig. Nuclei 
losung wurde eine Ausfallung bei py 7.3 beobachtet. bei 0,5°% Nuclei 
bei 7,1. Auch das Verbleiben des Nucleins in Lauge und die Starke ck 
Laugenkonzentration beeinflussen das K py. 

Wie bei Nucleoglobulinen hangt auch bei diesem Nuclein die aus 
getallte Menge und ihr P-Gehalt stark vom py ab. Bei px 7,3 enthielt dir 
Austillung 44.3 mg mit 0.55°) P, bei py 6.5 69mg mit 1.6%, P. bei py 4.2 
betrug sie 74,3 mg mit 3.6%, P, bei py 3.8 74mg mit 4.8°, P, dasselly 
bet py 3.5. Bei pa 2,54 beobachteten wir eine kleine Verminderung |): 
aut 69,4 mg mit 2.37%) P. Diese Erscheinung tritt noch starker bei py 0.5 
aut, wo das Nuclein nur 38 mg wog und 1,.4°, P enthielt. 

Auch bei diesem Nuclein beobachteten wir ein py-Bereich, bei der 
die Austalling ansteigt. Fir das 1°,ige Nuclein liegt der py-Bereic! 
zwischen 7,3 bis 6,4. Von diesem py an gibt das Filtrat bei weiterem An 
siuern keine Ausfallung mehr. Es enthielt aber noch viel NS. Nach Eiweili 
zusatz erfolgt eine voluminése Ausfallung. Auch die Analyse des Filtrat- 
aut N und P zeigt. daB das Filtrat eine Substanz, die ein Verhaltnis vor 
P: N, welches der NS. entspricht, enthalt. Die Menge der NS. im Filtrat 
ist desto kleiner, bei je niedrigerem py die Koagulation des Nucleins erfolgte. 
Der P-Gehalt der Austallung erreicht ein Maximum bei py 3. Bei weitere: 
Ansauern ist er vermindert. und der P-Gehalt des Filtrats fallt wieder ab 


4. Hefenucleinsdure + Ovalbumin. 
Auch hier wurde ein py-Bereich, in dem die Ausfallung beginnt und 
ihr Maximum erreicht, beobachtet. Die Koagulation beginnt bei groben 
E.- und NS.-Konzentrationen (3°) bei py 4.85, sie erreicht ihr Maximum 
bei py 4.1. Von diesem py an enthalt das Filtrat fast keine EiweiBkompo 
nente mehr. Bei neuem Ovalbuminzusatz erfolgt eine neue Ausfallung. 


5. Hefenucleinsdure + Pepton. 


Das kritische py. obwohl es stark von den Konzentrationen des Peptons 
und der Nucleinséure abhangt. liegt immer unterhalb des Ll. P. des Peptons. 
Es fangt vom py 4 an. Bei px 3.7 bis 4,0 erfolgt eine pulverige Ausfallung. 
die zu Boden sinkt. Die Lésung bleibt klar. Bei héheren H-lonenkonzentra 
tionen, von py 3,2 ab, erfolgt die Ausfallung viel langsamer. Ein Teil de- 
pulverigen Koagulats bleibt als Suspension in Lésung. Nach langerem 
Stehen sammelt sich die Ausfaillung auf dem Boden. Die Lésung klart sich 
nicht, sondern bleibt stets triibe. 

Es hat also den Anschein, als ob dieses Verhalten bei verschiedenen 
pu durch die Anwesenheit von zwei Substanzen, die mit Nucleinséure 1 
Bindung treten, hervorgerufen wird. 
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Die eine von diesen gibt eme Austallung schon bei py 3.5 
zweite ist, wenn tberhaupt eine Bindung zustande kommt. bei diesem j); 
gut loshich. Nur wenn das py in der sauren Richtung verschoben wird 
erfolgt eme Anderung der Loslichkeit der zweiten Substanz. und zwat 
erfolgt eine Triibung ohne Sedimentation. Um diese Annahme zu tx 
statigen, wurden folgende Versuche ausgefiihrt: Die Mischung 1°, Ns 

2°, Pepton wurde auf py 3.7 gebracht. Die entstandene Ausfalluny 
wurde aut dem Filter gesammelt. Das klare Filtrat worde dann dureh 
(5H,O, auf py 3 gebracht, dann erfolgte die gewohnliche Tritbung. Durch 
langes Zentritugieren (5000) Touren. 15 Minuten) erfolgte eine teilweiss 
Austalhing. 

Der P-Gehalt der Austallung, die bei Pu 3. 
zentration der anwesenden NS. und des Peptons abhangig. Wenn gleich 
Volumina von 2°, NS. und 4°, Pepton gemischt wurden, enthalt 
ausgefallene Nuclein 2,8° P und bei 2°, Pepton 3.3°,, P. 


‘ 


erfolet, Ist von der Kon 


6. Ovalbumin Serumaglobulin Hetenucleinsdure, 


Bei Mischung von drei Komponenten beobachtet man, wenn cre 
K py der zwei Nucleine (in diesem Falle von Nucleoalbumin und Nucleo 
elobulin) verschieden sina. zwel PH Bereiche. in) welchen Austallhingen 
erfolgen. Bei Mischung von 2°, Albumin, 1°, Globulin und 2°, NS 
haben wir ein A py. wo bei py 5,98 die erste Koagulation erfolgt. Vor 
Pu O02 bis 4.86 erfolgt keine neue Ausfallung mehr. Das Filtrat., von py 5.08 
auf py 4.9 gebracht. gibt keine Austallung. wenn aber das Filtrat weiter 
angesduert wird, z. B. auf py 4.3. dann tritt eine neue Koagulation aut 
Bei Anwendung von ovalbuminfreier Globulinlésung NS. erfolgt be 
solechem Ansauern keine Austallung. 

Die erste Ausfallung in der Mischung, wo zwei Eiweilikorper anwesend 
sind, bildet einen Dreikomponentenkomplex. Er enthalt die totale Globulin 
menge, aber auch Albumin. Die Substanz. in Lauge gelOst und aufs neve 
angesauert, gibt noch eine kleine Austallung im Filtrat bei py 4.9. Der 
P-Gehalt eines solchen Nucleins ist geringer als derjenige eines Nucleins 
wo cdieselbe NS.-Menge mit Globulin gemischt wurde. 

Die zweite Ausfallung, die bei py 4.8 erfolgt, enthalt keine Clobuline 
mehr. Der Filterriickstand, in Lauge gelést und mit (,H,O, anyesduert, 


gibt nur bei py 4.8 eine Ausfallung. Bei py > 4.8 ist die Losung ganz klar 


7. Globulin Gelatine +- HNS. 

Das Verhalten der Mischung hangt in diesem Falle stark von dein 
Verhaltnis Globulin/Gelatine ab. Wenn es > als 1 ist. dann erfolgt ent 
weder eine Ausfallung bei py 5.5 bis 5.8, oder zwei Ausfallungen bei py 5.7 
und 4,4. Wenn das Verhaltnis kleiner als 1 ist, dann erfolgt in Abhangigkeit 
vom E./NS.-Verhaltnis entweder eine Koagulation bei py etwa 4.4 (wenn 
viel NS. anwesend) oder keine Ausfallung. wenn viel Crelatine vorhanden 
ist. Die Gelatine verschiebt also bei gegebenen Konzentrationen von 
Globulin, Gelatine und NS. das A py nach unten, und zwar finden wir bei 
gewissen Verhaltnissen den Anfang der Ausfallung bei pu 5.0, 4.8. 4.5. 


8. Ovalbumin — Gelatine HNS., 
Diese Mischung verhalt sich wie ein einheitliches Nuclein. Sie gibt 
entweder keine Koagulation oder eine Ausfaillung bet py 4.4 bis 4.6 oder 
bei etwas niedrigerem py 4.3 bis 4.2. 


1* 
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Durch Fraktionieren kann man aber die E.-Komponenten nicht al 
trennen. 


9. Nucleon (Dr. Griibler) 4- Globulin. 


Diese Systeme geben zwei Ausfallungsbereiche. Bei konzentrierte 
Losungen von Nuclein wird eine Koagulation bei py 7.3 und eine zweit 
bei pH OS beobachtet. Zwischen py 6.5 und 5.95 tritt keine Koagulatio: 
ein, Bei kleinen Nucleinkonzentrationen und = geringem Globulinzusat, 
erfolgt die Koagulation viel leichter bei dem K py des Nucleins als ohn 
Globulin. 


Die erste Koagulation (py 7,3) enthalt auBer dem Ausgangsnuclei: 
noch Globulin. Die Fraktion, die bei py 7.0 bis 6,5 ausgefallt wurde, enthalt 
weniger P, und zwar 0.61%, anstatt 1.2, (bei py 6.9). 

Sie besteht auBerdem aus einem System, welches bei langsamem An 
sauern zwei Koagulationen bei verschiedenem py ergibt. Die zweite Aus 
fillung bei py 5.6 bis 5.8 der Ausgangslésung enthalt P, enthalt aber kei: 


’ Teel 
: Kiweib des Nucleins oder nur kleine Mengen desselben. Das in Laug: 
geléste Pulver gibt eine Ausfallung. wenn es auf py 5.8 gebracht wird 
10. Albumin + Nucelein (Dr. Griibler ). 
Ahnliches Verhalten zeigen die Systeme, wo anstatt Globulin 
Albumin zum Nuclein zugesetzt wurde. Der Unterschied liegt im 
K pu der zweiten Ausfallung, die bei py 4.4 bis 4.6 erfolgt. Auch hie 
oy enthalt die erste Ausfaillung Albumin. Dies wurde sowohl durch dix 
3 Vergr6Berung des Gewichts der Ausfaillung bei pu 6.7 bis 6.5. als 
; auch durch die Verminderung des P-Gehaltes nachgewiesen. Auch dic 
H zweifache Koagulierbarkeit bei py 7,0 und 4,6 spricht dafiir. 
Wenn zu einer Ausfallung von Ovalbumin + Nuclein bei py 2. bis 
2.5 Pepsin zugesetzt wird. dann erfolgt eine Zerlegung eines Teiles des 
f anwesenden Proteins. Nach zweitagiger Einwirkung von Pepsin bei 37' 
wurden die Systeme auf py 8 gebracht und sofort mit C,H,O, angesduert 
Es wurde nur eine Ausfallung bei py 7.0 bis 7,2 beobachtet. Bei py 4.6 
; ‘konnte keine neue Koagulation nachgewiesen werden. Der Niederschlay. 
der bei py 7.0 erfolgte, wog weniger als derjenige der Kontrolle ohne Pepsin 
wirkung (66,3 gegen 91,2 mg) und enthielt mehr P. Dasselbe wurde bei 
dem System Edestin—Ovalbumin NS. und Serumglobulin—Ovalbumin NS 
i beobachtet. 
i 11. Nuclein +~ Gelatine. 
In diesem Falle wurde ein ganz anderer EinfluB des zugesetzten 
EiweiBes beobachtet. Bei sehr kleinen Gelatinemengen erfolgt eine kleine 
i Verschiebung der Ausfallung in der Richtung zu saurem py, und zwar 
i j vom px 7.3 auf 6.7, 6.4 usw. Bei héheren Gelatinekonzentrationen > 0.6 
bis 1,0 erfolgt keine Ausfallung mehr. 
; In denjenigen Fallen, wo die Ausfallung erfolgt, sehen wir zwei Koagula 
i tions-py-Bereiche. Die erste Ausfallung enthalt auBer Ausgangsnuclein 
p auch Glutin. Dafiir spricht die VergréBerung des Volumens und CGrewichts 
i ‘ des Koagulats und die Verminderung des P-Gehalts. Die zweite Ausfallunyg 
i enthalt nur Glutin + NS. 
3 
3 
f 
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12. Das Verhalten der verschiedenen Nucleine bei starkerer Avsduer ung. 


Die Tabelle [ enthalt diejenigen Resultate, die beim Ansauern det 
verschiedenen Nuecleine mit dem gleichen Volumen von 10° jig. Essigsaure 
oder n 10 und n HCl erhalten wurden. 


Tabelle T. 





Nucleine aus Hefe-NS. und 


Gelatine Albumin Serumglobulin a a ; Pept 
n HCl klar Ausfallung Ausfallung Austallung klar 
nlOHC] Opaleszenz * . triibe mit tribe 
Ausfallung 
10°, CoH,O, Ausfallung ‘ Bs Austallung tribe t 


Austillune 


Besprechungen. 

Die in diesem Teil erhaltenen Resultate modifizieren und ver- 
vollstandigen die Ergebnisse des XVI. Teiles. 

1. Erstens konnten wir bei Anwendung der allgemein gebrauchten 
Methode eine Ausfallung von Mononucleoproteiden, wenn die anwesende 
Eiweibkomponente isolabil ist, nachweisen. Solehe Verbindungen 
sind zwischen Guanylsiure oder XNanthyvlsiure und Serumglobulin 
Ovoglobulin oder Edestin beobachtet worden. 

Somit sehen wir, dab der vergebliche Versuch, solche Verbindungen 
mit Ovalbumin oder Gelatine durch C,H,O,-Ausfillung zu erhalten, 
durch die Eigenschaften der oben zitierten Proteine hervorgerufen wird. 

Nur dann, wenn das Eiweifs selbst in schwach saurem Miliew (py 9 


his 5) untloslich ist. kdnnen austallhare Monon ucleo prot ide entstcehen 


Diese Tatsachen machen cin Entstehen von mit CHO, ausfallbare n 
Ve rhindunge n zwischen Mononueleotiden und Histonen oder Protaminen 
wenig wahrscheiniich. 

Diese Versuche, wie auch diejenigen, wo eine Mischung von Mono 
polvnucleotiden und Ovalbumin bei py 3 untersucht wurde, zeigen, 
das Ausfaillung n. die KBiwe ip und die heiden Nucleotidarten enthaltes 
eristiere 2. 

Native Nucleine. dice bet nicdrige py GUsge fallt werden und div aus 
(sear hy Hv. wit Muskeln. dis riel Mononucleotide cnthalte Ww. miipte yn somit 
men tihe rhaupt Nucleo prot ile entsts hen. di rart yt haute Nubstanzen cnt 
halten'. Nur bei grobem Poly Mono-Verhaltnis, oder bei Ausfillungen 


die bei héherem py ausgefiihrt werden, entstehen wahre Nucleins 


Dieshbeziugliche Versuche sind im (ranye. 
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Kine Existenz von reinen Mononucleinen oder Mononucleoproteid: 
im Gewebe ist sehr unwahrscheinlich, da jedes Gewebe auBer Mone 
auch Polvnucleotide enthalt. 

Zwischen Histonen oder Protaminen und Mononucleotiden kénn 
hei biologischem py heteropolare Bindungen zustande kommen, di) 
gut loslich sind. Wie bekannt!, erfolgt zwischen neutralem Eiwei 
und Inosinsiure oder Nanthylsdure bei py 7.3 keine Bindung. 

2. Verschiedene Nucleine besitzen sehr verschiedene pu- Bereich 
hei denen sie in Lésung ohne Ausfallung dauernd stabil bleiben. Da 
kritische py. bei dem die Koagulation anfangt, variiert bei den dur 
uns untersuchten synthetischen Nucleinen zwischen 3.8 und 7,9 

Die untenstehende Tabelle zeigt neben dem = kritischen pu des 
isoelektrischen Punkt der Kiweibkomponente. 





i 4 3 4 ’ t 
Pepton Ovalbumir Serumglobulin Edestin Gelatine Histo 
Kp, | 38 4.8 5,98 79 4.5 —-44 7A 
rp 4.62 4.4°- 5.554 re) 4.7°—5,0 $.5 


Wie dicse Tahelle x iat, hringt bie Ausfallung stark vom I. P. d 
nucleinbildenden Bia i fie s ah. Au pre rdem Spi It noch die Tsolahilitat awrd 
dice Léslichkeit der KE -Kom ponent eine starke Rolle. Dies ist besonder- 
im Falle von Nucleoglobulinen beobachtbar, wo die Systeme bei héheren 
py als der I. P. einer Ausfallung unterliegen. 

DaB oberhalb des T. P. Ausfallungen erfolgen, ist durch unser 
Versuche bewiesen worden. Die Bestimmungen des |. P.. besonders 
des Serumglobulins und Edestins, sind schwer auszuftihren, und di 
Ziffern, die fiir das Serumglobulin durch Rona und Michaelis, und fir 
das Pseudoglobulin durch /to und Pauli bestimmt wurden, zeiger 
groBe Unterschiede. Fiir Edestin fanden Rona und Michaclis® py 69 
Nach Seedberg™® liegt er gegen 5.5. 

r. Proateckii u. Grunberg, diese Zeitschr. 251, 248, 1032. 
2 8. PL. Sérensen und Linderstrem-Lang C.r. Carlsberg Lab. U7, 1927 
L. Michaelis und P. Rone. diese Zeitselir. 28. 193. 1910. 
T. [to und We. Pauli, zit. aus Wo. Ps wind Valko, Elektrochemie 
der WKolloide, Wien 1929. 
L. Mir haelis und P. Rona, \.c¢. 

J. Loeb, Die Eiweibkorper. Berlin 1924 

7 7. 1Ito und Wo, Pauli, 1. ¢. 

8 Felix, zit. aus Wo. Pauli und Valko. Elektrochemie der Kolloicd: 


Wien 1929. 
9 L. Michaelis u. P. Rona, |. c¢. 


10 7’, Svedbe rg in Colloid Science Applhed to Biology in Faraday Soc. LORt 
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Jedenfalls sehen wir, dab die Ausfallung bet Nucleoglobulin bei p, 
lic etwa um eine pxH-Einheit héher als ihr I. P. liegen, erfolgt.  Beim 
Qvalbumin entspricht das A py dem J. P. und liegt nicht unterhalh 
desselben, wie v. Przylecki im XVI. Teil annahm. 

Je héher der I. P., je isolabiler, und je gréBer der N-Gehalt des 
KiweiBes, bei desto héherem py erfolgt die Ausfallung. 

Jedenfalls sehen wir, daB bei hiologische mpi Ausfallunge nm Von 
Vuclein, das aus eigentlichen Proteinen, deren Molgewicht 3.03 . 34.500 
(Serumglobulin) oder 6,04 . 34,500 (Edestin) betrdgt, moéglich sind 

Diese Tatsachen sprechen immer mehr dafiir, daB auch die Nucleine. 
die aus Geweben, z. B. Leber, Pankreas oder aus Hefe erhaltbar sind 
als E.-Komponente solche E.-Art enthalten kénnen und daB bei biologi- 
schem py solche Bindungen existieren. 

AuBerdem haben, wie schon in dem ersten Teil der Untersuchungen 
liber die Nucleoproteide von dem einen von uns betont wurde, nocl 
folgende Momente einen groBen EinfluB auf das kritische pu: 1. div 
Konzentration und 2. das Verhiltnis von E.:NS.. 3. Anwesenheit 
inderer Proteine. 

Die totale Ausfallung erfolgt nicht bei demselben py, wo sie anfingt 
Bei Systemen, wo nur eine E.-Komponente anwesend ist, haben wit 
einen ganzen pu-Bereich, in dem beim héchsten py die Koagulation 
anfaingt und beim niedrigsten ihr Maximum erreicht. Bei diesem py 
ist aber nicht die gr6Bte NS.-Menge gebunden. Nur die EiweiBausfallung 
ist total. 

Die oben beschriebene Erscheinung tritt bei allen) untersuehten 
Nucleinen auf. Sie wurde durch das immer gréBere Gewicht der Aus 
fillung, sowie durch das Auftreten einer Ausfallung im Filtrat bei 
weiterem leichten Ansadiuern nachgewiesen. 

Bei Dreikomponentensystemen treten noch andere Erscheinungen 
auf, iiber die noch weiter berichtet wird. 

Den breiten pxu-Bereich, bei dem die Ausfallung vergréBert wird 
erklaren wir durch das verschiedene Verhalten der einzelnen” E.- 
Micellen. Wie beim I. P. die Molekiile in Form von A® A*, A und 
*4d~- existieren, so ist auch bei anderem py die Ladung der cinzelnen 
E.-Mizellen, besonders bei kleinen Salzmengen, verschieden. 

Bei pur I. P.variiert die Kationenwertigkeit zwischen x und y 
wo x y ist. Wenn zur Koagulation cin Komplex E.(NS.) y notig 
ist, dann kann nur ein Teil der Systeme koagulieren, und zwar derjenigt 
mit E. y. Beim Ansauern vergréBert sich die Wertigkeit der E.-Molekiile 
immer mehr E.-Micellen erreichen die Wertigkeit y, und so weiter, 
bis bei einem gegebenen py alle E.-Micellen eine Bindung E.(NS.) 
zu geben vermégen. Dies erfolgt unterhalb des 1. P. des EB. 
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Bei Nucleoglobulinen, z. B. mit) Serumglobulin oder Edestin 
mub noch die Méglichkeit erwogen werden, daB nur ein Teil der E.-Mi 
cellen bei pu I. P. mit NS. in Bindung tritt. 

Ein ‘Teil der Nucleinsiure befindet sich immer im Filtrat. Di 
K.-Reaktion bleibt aber negativ. Je saurer die Lésung, um so wenig: 
NS. finden wir im Filtrat. Diese Erscheinung ist in Cbereinstimmun: 
mit den Versuchen, wo die Filtrate, die bei py, die unterhalb cd: 
maximalen Ausfallung filtriert wurden, nach Eiweibzugabe eine new 
Koagulation gaben. Dieselbe Erscheinung wurde auch bei Lésunge: 
von synthetischem Nuclein, das als Pulver bei py 3 ausgefallt wurd 
heobachtet. Das Ubergehen der NS. erkliren wir durch die py-Kury 
der Nucleinzusammensetzung. 

Wie in der zitierten Arbeit von v. Przylecki nachgewiesen wurd 
ist in der Verbindung E.(NS.) x die Zahl der NS.-Teilchen, die, mit 
einem E.-Molekiil in) Bindung treten, stark vom py abhangig, und 
zwar ist sie um so gréBer, je saurer die Reaktion ist. 

Bei Ausfillungen, besonders mit Globulinen, haben wir bei py 6 
bis 7 Nucleine, bei denen auf 1 Mol nur ein NS.-Teilchen entfallt, E.NsS 
Kin groBer Teil von E.-Micellen und NS.-'Teilchen bleibt frei in Lésung 
Wenn die Ansiuerung weiter gefiihrt wird, dann erfolgt eine immer 
groBere Bindung, bis, bei kleinen NS.-Konzentrationen, die ganz 
anwesende Menge gebunden wird. 

Dann gibt das Filtrat bei EiweiBzusatz keine neue Ausfallung mehr 

Diese Versuche  bestdtigen aufs neue, dap die  Bezeichnung 
Nucleoalbumin, Nucleoglobulin, aber auch Nucleohiston nur die Kow 
ponentennatur des Nucleins angibt. Die Konstitution der Substan: 
k.-NS. ist sehr verschieden und variiert: zwischen EB. (NS.), und 
BE. (NS) n, wo n zwischen 1, fiir Nucleoalbumin 2. B. 50. und fiir 
Nucleoglobuline zwischen 50 und 60 liegt und vom pa und der Meng 
der in einem E. Molekiil mit NS. in Bindung tretenden Gruppen abhangt 

Die Konstitution des Nucleins, welches aus derselben Mischung 
E.-NS. bei verschiedenem py ausgefallt wird, ist also ganz verschieden 
Gleichzeitig sehen wir, daB man durch Wahl des Koagulations-py und 
des E.-NS.-Verhaltnisses gewiinschte Nucleine bereiten kann, wo man 
den P-Gehalt zwischen 0.2 bis 4 andern kann. 

Selbstverstaindlich ist ein so bereitetes und geléstes Nuclein mu 
hei gewissen niedrigem px ein chemisches Individuum. 

Bei h6herem py haben wir ein Gleichgewicht fiir E.-NS. NS... bei 
noch héheren fiir E. — NS. K.-NS. In einem gegebenen py-Bereic! 
ist die Ausfallung auch bei ganz bestimmtem px nicht einheitlich 


Dies ist aus den schon besprochenen Griinden der verschiedene: 
} 


Wertigkeit (Ladung) der einzelnen E.-Molekiile verstandlich. 
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Nuclein ist also. wie immer genauer ersichtlich ist. ein Be qritt. dey 
ine sehr grope Menge von Nubstanzen, deren Konstitution nur bei ganz 
vw stimmee 7] ls rsuchshedingung nv wnd he nm nur fur dit Nf Beainqung Me 
estimmt ist, umfapt. 

Kine Koustitutionsanal yse, dit fur Ie stint Ie dingung nw US 
wefiihrt wurde, ist fiir andere Verhaltnisse ohne Wert. Deshalb ist. wie 
schon Steudel’ und rv. Przylecki* annahmen. aus den bis jetzt bekannten 
Analysen jede Ve rallgemeinerung aut biologisches Milicu nicht stichhaltiqg 

Andererseits kann man aber nicht leugnen, dal Nucleine chemische 
Individuen sind. Sie sind Komplexe, die bei gewissem py salzartig 
vgebunden sind und die sich besonders bei pu-Anderung wie B.-Cl- oder 
K.-SO,-Verbindungen verhalten. Deshalb ist ihre Konstitution von 
der Wertigkeit der E.-Komponente abhangig. 

Auperdem cxisticren Verbindungen zwischen BANS. bei pu. das 
hoher als der 1. P. der E..- Kom pon nte liegt. Die bindenden Kratte sind 
unbekannt. Ihre Evistenz, die immer mehr bewiesen ist, zeigt, dap auch 
hi i hiologischem Pu iz rhindunge woroOwm Ty pus ENS. moglir h sind nnd 
hei diesem Pu ausfallbar sind (Nucleoedestin). Ob dic bindenden Kratt 
dieser Sto} fe de nje nigen der Nucleine ents pre then. bleiht nachzuweisen 

3. Wenn schon bei Svstemen, wo nur eine E.-Komponente an 
wesend. ist, schwer etwas Exaktes tiber die Konstitution des ausgefallten 
oder in Lésung sich befindenden Nucleins auszusagen ist, um so schwerer 
ist es, die Analyse auszufiihren in denjenigen Fallen, die mehr den 
biologischen Bedingungen ahneln, wo zwei oder mehrere Kiweibarten 
nebeneinander liegen. In solchen Systemen konnen wir einige Falle 
wihlen, die folgenderweise charakterisiert sind. 

a) Der erste Fall ist derjenige. wo die Koagulation des Systeins 
vollkommen beim pu-Bereich des bei hGherem py ausfillbaren E.-NS 
unbeeinfluBt durch die Anwesenheit des zweiten Proteins erfolgt 

Dabei fallt nur der P-Gehalt, und die Ausfallung enthalt die beiden 
anwesenden Proteine. Dieser Fall kommt entweder. wenn die beiden 
E. bei gleichem oder ahnlichem py mit NS. koagulieren, z. Bo \tbumin 

Glutin, oder wenn die Komponente, die bei niedrigerem jy mit 
NS. koaguliert, in kleinen Mengen anwesend ist (z. B. 2 destin 
0.5°. Ovalbumin), zustande 

In diese Me Fall habe 7] wir wi CinEn Austallungshercich. wnd dats 
Koagulat enthalt sowohl dic cine wie dice zweite Proteinsubstan:z 

b) In de yee za ite Mu Fall home woofs i Austallung ” hy i rerschiede wen 
pu-Bercichen zustande. Das Gewicht des Koagulats andert sich. wir 


die Kurve der Abb. LT angibt. je nach dem py 


H. Steudel u. Peiser, Zeitsehr. ¢. physiol. Chem. 122. 1922 
vr. Praylecki. Ve. 











234 St. J. von Praviecki, S. Frajberger u. W. Giedrove: 


Diese Form liegt in denjenigen Fallen vor, wenn zwei Protein: 
deren Nucleine verschiedene Apy aufweisen, z. Bo Ovalbumin und 
Kdestin, und zwar dann, wenn viel NS. und viel Ovalbumin, wenig 
Edestin anwesend sind (z. B. 0.2°,, Edestin. 2°,, Ov. und NS.). 

Die erste Ausfillung enthalt dann auBer Nucleoedestin vir 
Albumin (kleinerer P-Gehalt. gréBeres Koagulatgewicht als in de: 
Kontrolle), die zweite aber enthalt nur Nucleoalbumin. 


> eg 
= i 


Abb. 1. 


Somit haben wir ein Ve rlahre n. das durch langsame s Ansduern und 
: qleichzeitiqges wiederholtes Filtrieren die Mischung teilweise fraktionicrt 
und so die Anwesenheit von zwei E.-Arten klarlegt. 

{ c) Der dritte fiir die Analyse weit ungiinstigere Fall ist der, wo di 
cine B.-Komponente das Kpy verschicht oder total die Ausfallung hemmt 
Dieser Fall tritt dann ein, wenn das Nuclein einer E.-Komponent: 
cin niedriges Apy hat und wenn das E. gleichzeitig sehr stabil, also 
schwer ausfallbar ist. Dies ist der Fall beim Glutin. Kleine Mengen 


: von Gelatine verschieben das Apy des Nucleoedestins oder des 
4 Nacleoglobulins (aus Serumglobulin). 
: Selbstverstandlich ist der EinfluB auch von der Konzentration 
; des Globulins, Edestins und der NS. abhangig. 
: Der dritte Fall kann auf zweifache Weise oder besser durch zwei 
i Kinwirkungen erklart werden. Erstens bindet das Glutin in Form von 
léslichen Substanzen groBe Mengen von NS. Das wiirde durch di: 
i Versuche von v. Przylecki und Grynberg! fir das Glutin nachgewiesen 
Wir haben also ein kompliziertes Gleichgewicht vor uns: 
| Glob. Ns. | | Gelat. NS. | 

Glob.] (NS.] "4 (Gelat.]-[NS. 


wo die beiden EiweiBkorper um die NS. konkurrieren. 


® hor, Proytecki u. Grunberg, diese Zeitschr. 258, 389, 1933. 
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Svuthetische Nucleoproteide NVIIEI as 


Bei kleinen NS.-Konzentrationen entstehen also Komplexe von 
(rlob.-NS., die bei diesen py noch zur Koagulation unfahig sind. Je 
mehr Glutin anwesend ist, desto gréBer mub die Konzentration det 
NS. sein, um eine Koagulation hervorzurufen. 

Die zweite Einwirkung ist eine Bildung von Komplexen zwischen 
NS. und den beiden EiweiBkérpern oder zwischen den beiden Eiweils 
korpern (v. Przylecki und Grynberg'). Es entstehen Dreikomponenten 
svsteme, deren Léslichkeit durch Glutin stark vergréBert ist Is 
konnen also Nucleoproteide, die gut léslich sind, nach dem Schema 
entstehen: 











Ps 
2 7 
@ 2 
wo | Globulin, 2 NS., 3 Gelatine ist. Nach unserer Meinung 
spielen die beiden zitierten Einfliisse eine Rolle. 
d) In dem vierten Fall verstarken kleine Me NYE ANWESE nder hive ip 


hor pe r adic Ausfallung und “ rschis hy 7] Si in di Richtung hoherey Pu 


é 
2 





Dies wurde bei den Svstemen Hefenuclein Edestin beobachtet 
Das Biweifh mups aber isolahil sein. 

Der vierte Fall kénnte durch Entstehen von Nucleoproteiden, dic 
auBer der cinen EiweiBkomponente noch das isolabile, leicht aus 
fallbare Protein enthalten, erklart werden. Es ist méglich. dab Ver 
bindungen vom Typus A, NS..,, by. wo A und B verschieden 
KiweiBkorper sind, entstehen. Es kénnen aber auch Komplexe. wo die 
zwei KiweiBkomponenten, z. B. das basische und neutrale E.. in Bindung 
treten. 

Jedenfalls entstehen groBe Komplexe, die schwer léslich sind und 
zu Ausfallungen fiihren. 

Die zitierten Falle zeigen, wie schwer es ist. die Eigenschaften und 
die Konstitution der Nucleine bzw. Nucleoproteide in den Systemen 
wo verschiedene Proteine anwesend sind, zu deuten 

Kin weiterer Schritt in der Analyse der Bie iikom ponent’ des 
Nucleins ist dic Pe psinwirkung. 

Sie wurde schon 6fter durch verschiedene Autoren mit Erfolg 
angewandt. Unsere Versuche bestatigen dieselbe in’ vielen) Fallen 
Sie zeigen, dab durch Pepsinwirkung cine Verminderung des Austallungs 
gewichts und eine Vergréperung des P-Gehaites erfolqt CGleichzeitig 
konnten wir nachweisen, dab der Pepsinwirkung dasjeniqe Etweifi 
unterlic yt, dessen Nuclein ein niedriqeres Apu hesitzt: es verschwindet also 


Liv, Przytechi u. Grunberg, diese Zeitschr. 266. 75, 1932. 

















2356 St... von Przviecki, S. Frajberger u. W. Giedrove. 


bei Svstemen Globulin--Albumin—NS. nach Pepsinwirkung die Au. 
fallung des Nucleoalbumins. Diese Erscheinung ist durch die Strukt 
solcher Nucleoproteide verstaindlich. Bei hohem py erfolgt eine Ver 


bindung von wo das Globulin (1) durch NS. (2) un 





37 
hullt ist. Es erfolgt eine Ausfaillung der Teilchen des anderen E 
weiBes, zB. Albumins (3). Dieses EiweiB umbiillt) seinerseits da 
Nuclein und bildet somit die auBere Hille. Das Pepsin wirkt selbs: 
verstandlich auf das auBere Kiwei und zerlegt es in Peptone. 

Das innere Biweif ist stark durch die Hiille der NS.-Teilchen qey 
Pe psinwirkung geschita. Vielleicht erklart die hier beschriebene Strukt 
der Nucleine ihre schwere Angreifbarkeit durch Pepsin und ihr vo 
den Nucleoproteiden abweichendes Verhalten. 

Ob die Ladung der NS. und die anwesenden P-Anionengruppe: 
in der Unangreifbarkeit der Nucleine durch Pepsin nach der Northro; 


schen Theorie cine Rolle spielen, ist noch nicht aufgeklart. 











Aus 
kt i! 


yn ! 


ro] 








Direkter spektroskopischer Nachweis 
des sauerstoffiibertragenden Ferments in Essighbakterien. 


Von 
Otte Warburg und Erwin Negelein. 
Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem.) 


(Eimgqeqangen am 9, Mai 1933.) 


Die x-Banden der Himochromogene, die man mit dem Spektroskop 
im allgemeinen in Zellen sieht, liegen im Gelbrot (um 603 ma) und im 
Grin (um 550 und 563 mu). Diese Hamochromogene nennt Kein! 
Cytochrom’. Kohlenoxyd und Blausiure andern die Lage der Cyto- 
chrombanden nicht, woraus zu schlieBen ist, daB weder Kohlenoxvd 
noch Blausiure mit Cytochrom reagieren. Cytochrom reagiert auch 
nicht mit molekularem Sauerstoff. Denn in blausiurevergifteten 
Zellen bleibt das Cvtochromeisen bei Sittigung mit Sauerstoff zweiwertig 

Das sauerstoffiibertragende Ferment der Atmung aerober Zellen 
ist eine Haminverbindung, die sowohl mit molekularem = Sauerstoft 
als auch mit Kohlenoxvd reagiert und deren katalvtische Wirkung 
durch Blausiiure gehemmt wird. Die z-Bande der Fermentkohlenoxyva- 
verbindung liegt nach F. Aubowitz und &. Haas? im Gelb (um 592 mu 
an ciner Stelle des Spektrums, an der Cytochrom nicht absorbiert. 
Die Haminverbindung. die in aeroben Zellen den Sauerstoff iibertragt 
ist also verschieden von den Haimochromogenen, die bisher mit den 


Spektroskop in Zellen gesehen worden sind. Im allgemeinen ist dis 

Konzentration des sauerstoffiibertragenden Ferments in Zellen so klein 4 

daB man die Fermentbanden mit dem NSpektroskop nicht sieht 
Essigbakterien? (Bacterium Pasteurianum) haben eine auber- 


. 


gewohnlich groBe Sauerstoffatmung (bei 38° etwa 1000 emm ©, pro 


' DPD. Keilin, Proce. Roy. Soc. (London) 98. 312, 1925; 100, 129, 1926, 

2? FF. Kubowitz u. E. Haas, diese Zeitschr. 255, 247. 1982. 

30. Warburg u. F. Kubowitz, ehenda 208, 95, 1928; 214, 5, 1929. 

1 Uber das .Cytochrom”™ der Essighbakterien vul. BF. Kuhowitz uu. 
EE. Haas, ebenda 255, 247, 1932. Den Essigbakterien fehlt die langwellige 


Cytochrombande um 603 mu. 








nt aati 





23S QO. Warburg u. E. Negelein. 


Milligramm Trockensubstanz und Stunde). Wir haben gefunden. da 
man in diesen Zellen das sauerstoffiibertragende Ferment der Atmui: 
direkt mit dem Spektroskop sehen kann. 

Bacterium Pasteurianum wurde wie friiher beschrieben! gezucht 
und in O.9° iger Kochsalzlésung gewaschen Dic Suspensionsdicht 
hei der spektroskopischen Untersuchung war 0.3 cem Zellen pro Kubil 
zentimeter. Die Suspension wurde in einem Trog mit planparalle!: 
Wanden (Schichtdicke | em, Durchmesser des 'Trogs 4 .¢m) eingefiil! 
und mit der von Fo Kubowitz und #. Haas! konstruierten Hoc! 
leistungsbogenlampe bestrahlt. Das Bild des Kohlenbogens lag da!) 
in der Mitte des Absorptionstrogs. Beobachtet wurde mit einem Hand 
spektroskop, dessen Spalt so nahe wie méglich an die hintere War 
des Absorptionstrogs herangebracht wurde. 

Unter anacroben Bedingungen sieht man eine verwaschene Band: 
im Gelb, die beim Einleiten von Kohlenoxyd dunkler und schiirfer wird 
Bei Sittigung mit Kohlenoxyd liegt die Mitte der Bande um 593 m 
also dort, wo Kubowitz und Haas! durch dic indirekte photochemisch 
Methode die x-Bande der Kohlenoxydrerbindung des Ferments gefunde) 
haben. 

Sittigt man die Zellsuspension mit Sauerstoff, so verschwindet 
die Bande im Gelb, und es verschwinden auch die beiden Cytochrom 
banden im Grin. Gibt man zu der Zellsuspension Blausiury 
und sittigt dann mit Sauerstoff, so bleiben die Cytochrombanden in 
Griin bestehen, wie dies Keiin fiir das Hefecytochrom beschrieben hat 
Die Fermentbande im Gelb jedoch verschwindet, an thre Stelle tritt cow 
» Methamoglobinbande™ im Rot bei 640 mu. 

Die Haminverbindung, deren x-Bande im Gelb liegt, hat also in 
jeder Hinsicht die Eigenschaften des sauerstoffiibertragenden Ferment 
Anders als Cytochrom reagiert sie sowoh! mit Kohlenoxyd als auch mit 
molekularem Sauerstoff, ihre Reduktion wird durch Blausiiure vei 
hindert (wahrend Blausiure die Oxydation des Cytochroms hemmt 

Zum SchluB heben wir hervor, daB die Bande um 640 mu bei 
Sattigung mit Sauerstoff nur dann auftritt, wenn die Zellen Blausiur: 
enthalten. Es ist kein Zweifel, daB die Bande 640 mu der oxydierten Forn 
des Ferments zukommt, einer Haminverbindung, in der das Eisen 
dreiwertig ist. Aber es ist zunichst nicht bewiesen, dab diese Hamin 
verbindung —- obwohl sie nur in Blausdure auftritt selbst eine Blau 
siure-Haminverbindung ist. Wir kennen kein ..Cvanmethamoglobin’ 
mit einer Bande im Rot. 


1 F. Kubowitz u. E. Haas, diese Zeitschr. 255, 247, 1932. 
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lel Alkoholdehydrase aus Hefe losgelist. 

of 

“ae Von 

lal, D. Miiller. 

a (Aus dem = pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Kopenhagen.) 

= (Eimgegangen am 26, April 1933.) 

and Mit 1 Abbildung im Text. 

wird 

m 1. Einleitune. 

isch Alkoholdeh ydrase auperhalb der Hefen. Alkoholdehydrase (Alkohol- 

nde) oxydase) wurde zum ersten Male in getéteten Essigbakterien von 
Buchner und Mitarbeitern' nachgewiesen. Die Alkoholdehydrase der 

ndet Essigbakterien ist seitdem von verschiedener Seite untersucht worden: 

rom Wieland und Bertho* haben meistens mit lebenden Bakterien gearbeitet, 

aur Simon® und Miiller* haben die Alkoholdehydrase in getéteten Essig- 

tin bakterien untersucht. Es ist indessen noch nicht méglich gewesen, die 

hat Alkoholdehydrase von den getéteten Essigbakterien zu trennen. 

eine AuBer in getéteten Essigbakterien ist Alkoholdehydrase in Leber- 
priparaten® nachgewiesen. Ferner hat Thunberg® mit seiner Methylen- 

oi blaumethode gezeigt, daB Zusatz von Athylalkohol und Propylalkohol 

‘nts die Reduktionszeit von Methylenblau durch verschiedene Pflanzen- 

mit extrakte herabsetzt, und dasselbe hat <Ahlgren’? fiir verschiedene 

vel tierische Gewebe gefunden. 

mt Alkoholdehydrase in Hefen. Die Oxydation von Alkoholen durch 

bei lebende Hefe ist 6fters untersucht worden, zuletzt von Yamada®, 

‘ure 

‘orn 1 KB. Buchner u. J. Meisenheimer, Ber. d. Deutsch. chem. Ces. 36, 634. 

‘isen 1903; EB. Buchner u. R. Gaunt, Liebigs Ann. 3849, 140, 1906. 

nin 2 H. Wieland u. A. Bertho, ebenda 467, 95, 1928; A. Bertho, ebenda 

—_ 474, 1, 1929; Ergebn. d. Enzymforsch, 1, 252, 1932. 


ieee 3 BE. Simon, diese Zeitschr. 224, 253, 1930. 
bin 1 DP. Miller, ebenda 288, 253, 1931; 254, 97 u. 102, 1932. 

5 F. Battelli u. L. Stern, ebenda 28, 145, 1910; J. Hirsch. ebenda 77. 
129, 1916; C. Neuberg, ebenda 146, 164, 1924. 

6 T. Thunberg, Arch. intern. Physiol. 18, 606, 1921; Skand. Arch. 
f. Phys. 46, 137, 1925. 

7G, Ahligren, ebenda 44, Suppl.-Bd., 1925. 

8 VM. Yamada, Chem. Centralbl. 1928, 11, 2479. 
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240 D. Miller: 


Windisch', Lundsgaard? und Wieland und Claren®. Diese haben div 
Oxydation von Athylalkohol und Acetaldehyd durch untergiirig: 
Bierhefe (,,verarmte’* Hefe und Trockenhefe) studiert. Als Wasserstoft 
akzeptoren wurde teils Sauerstoff, teils Methyvlenblau verwendet. Do 
Umsatz mit Sauerstoff war bei frischer verarmter Hefe 17mal, |» 
Trockenhefe 2,5mal so groB wie mit Methylenblau. 

bis jetzt ist doch immer nur mit lebender Hefe gearbeitet worden 
Die folgenden Untersuchungen sind mit aus den Hefezellen losgeléste: 
Alkoholdehyvdrase ausgefiihrt worden. 


2. Versuchsmaterial und Methodisches. 
Herstellung der Hefeprdparate. 

Die Hefepriparate wurden aus untergariger Bierhefe aus der Carlsberg 
Brauerei in) Kopenhagen hergestellt?. Die Hefe wurde in gew6hnliche: 
Weise mit Leitungswasser mehrmals gespiilt, das Wasser abgepreBt und div 
sodann hergestellte PreBhete nach Lebedew>® getrocknet. Aus dem Trocken 
praparat wurde Mazerationssatt nach Lebedew hergestellt. Dieser ward: 
auf der Zentrifuge zweimal 15 Minuten zentrifugiert. Der klare Mazerations 
saft wurde dann durch Eintrépfeln in Alkohol-Athergemisch gefallt (30 cem 
Mazerationssaft in 250cem 96° ig. Athylalkohol und 125cem Ather 11). 
mit absolutem Alkohol und Ather gespiilt und iiber Schwefelséiure in 
Vakuum 24 Stunden getrocknet. 70 ¢ Trockenhefe geben ungefihr 75 cem 
Mazerationssaft und 10 g¢ alkohol-athergefalltes Praparat. 

Die Praparate behalten ihre alkoholoxydierende Kraft) ungeédndert 
mehr als | Monat. 

N.B. Uber den Gehalt an Bakterien in den Mazerationssaften und 
gefallten Praparaten vergleiche unten, unter Kontrollversuche. 

Cytochrom ec wurde aus Kopenhagener Backerhefe nach AKei/in® her 


gestellt. Ich bekam stets die besten Praparate, wenn die Fallung mit SO, 


ohne vorherigen Zusatz von 0,7 °9 CaCl, geschah. 

Indophenolos ydase wurde nach Keilin® in etwas modifizierter Weise 
hergestellt: 55 ¢@ Kalbsherz (frisch oder mehrere Tage im WKiihlhaus aut 
bewahrt) wurde durch eine Fleischhackmaschine zerteilt und dann zweima! 
10 Minuten in 2 Liter Leitungswasser gespilt. Das ausgewaschene Fleisch 
wurde in einem Tuche abgepreBt und mit reinem Quarzsand in einem 
Morser zerrieben. Die aus dieser Masse abgeprebte Fliissigkeit wurde fii 
die Versuche verwendet. Dieser .,Saft*’ enthielt soviel Indophenoloxydase. 
daB Seem + leem Nadireagens in 30 bis 60 Sekunden eine deutliche 
Blaufarbung zeigte. Die Indophenoloxydase wird durch Alkohol-Athe: 
fillung vernichtet und mute darum fiir jeden Versuch frisch hergestel!! 


werden. 


' FB. Windisch, Naturwiss. 1932, S. 673. 

2 EB. Lundsqaard, diese Zeitschr. 250, 61, 1932. 

3-H. Wieland u. O. Claren, Liebigs Ann. 492, 183, 1932. 

4 Kopenhagener Backerhefe ist fiir die Herstellung von J6slicher 
Alkoholdehydrase nur wenig geeignet. 

5 A. Lebedew, Ann. Inst. Pasteur 26, 8, 1912; Oppenheimer, Die Ferment: 


3. 1224, 1929. 
§ D. Keilin, Proc. Roy. Soc. London B 106, 418, 1930. 
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Alkoholdehydrase aus Hefe. 24] 


hie strmmung des Luttstoitwechsels. 


Die Enzymlésungen verweilten wahrend des Versuchs in 50 cem 
vroBen Glasgefaben mit Glashahn oben und unten. Die Crefabe wurden 
etwa 20mal in der Minute um ihre Langsachse herumgedreht. Nach det 
Versuchszeit, in der Regel 3 Stunden, wurde eine Luftprobe mit dem 
Haldane-Luttanalysenapparat ' entnommen, indem Quecksilber dureh den 
unteren Hahn eingelassen wurde. Die Berechnung der Lufttanalysen geschah 
n der friher angegebenen Weise *. 

Die Acctonbestimmungen wurden nach Scott-Wilson?® ausgetiihrt. Wenn 
man frische Hefe, PreBsaft oder Alkohol-Atherpraparate destilliert, geht 
eine das Hg-Ag-Reagens reduzierende Substanz tiber. Diese Substanz 
findet sich aber n/cht in den nach Lebedew hergestellten Mazerationssiiften 
und daraus ausgefallten Trockenpraparaten. Diese geben nur eine ganz 
unbedeutende Fallung, die 0.07 bis 0.11 mg ..Aceton’? entspricht. 

Die Thunberg-Methode wurde in der von Thunherg' ariue vebenen 
Weise gebraucht. 

Versuchstemperatur 22° py 6.3 (mit Wasserstoffelektrode  ge- 
messen). 

3. Versuche mit der Thunberg-Methode. 


Die Versuche sind in Tabelle I zusammengestellt. Es geht deutlich 
hervor, daB Athylalkohol und Isopropylalkohol beide die Entfarbungs 
zeit einer Mischung von Methvlenblau und = alkohol-athergefalltem 
Mazerationssaft von Bierhefe auf ungefaihr ein Viertel herabsetzen. 
Das Praparat aus Backerhefe war weniger wirksam.  Dasselbe Ver- 
halten zeigten die ungefallten Mazerationssafte, aber die Versuche 
sind nicht in Tabelle I aufgenommen. 


Tabelle lL. 
Die Enzvmilésung fir die Versuche wurde aus alkohol-athergefalltem Mazera 
tionssaft hergestellt, iIndem 0.2 ¢ in LO cem Wasser gelést und dureh Clas 
wolle filtriert wurde. In jedem = Thunberg-Rohr 0.) com Enzymlosuny, 
.}ecem Methvlenblaulésung 1: 5000 und entweder 0.1 cem Wasser oder 
O.beem 1lO°oig. Athy lalkohol oder O,l com 6°,ig. Isopropylalkohol. Nach 





Evakuieren in’ | Minute verweilten die Réhren im Wasserbad bei 22°. 
Entfirbungszeit in Minuten 
mit Wasser mit Athylalkohel | mit Isopropylalkehol 
Praparat aus Backerhefe . 52 u. 60 30, 32 u. 35 
; «3 : u. 48 7,9 u. 9 OG. 43 u. 1% 
Praparate ie . 44 wl Fas 4 ‘ 1 10, 13 1D 
sa aaa BS, a> 32, 25 Su. 9 
aus lernete Q~ ‘ " 
‘ ae 42, 35, 43 u. 43 11. 10, 10 u. 11 


' In der Form wie beschrieben bei Boysen-Jensen in Oppenheimer, Die 


Fermente 3. 671. 1929. 

2 DP. Miller, diese Zeitschr. 199, 145, 192s. 

3 H. Scott-Wilson, J. of Physiol. 42, 444. 1911: D. Miller, diese Zeitsehn 
238, 253. 1931. 

47. Thunberg in Oppenheimer, Die Fermente 3. EEES. 1929. 
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242 D. Miller: 


4. Die Dehydrierung von Isopropylalkohol zu Aceton. 


Wie schon die Versuche mit der Thunberg-Methode zeigten, wird 
Isopropylalkohol wahrscheinlich durch alkohol-athergefallten Hef: 
preBsaft dehydriert. Um dies Verhaltnis naher zu untersuchen, wurden 
die in Tabelle II wiedergegebenen Versuche ausgefiihrt. 


Ohne Zusatz von Akzeptoren. 

In sauerstofffreier Atmosphare war die Acetonbildung ganz gering 
und wahrscheinlich von Sauerstoffspuren stammend: In atmosphiri 
scher Luft wurden 1,10 mg Aceton und in sauerstofffreier Luft (in 
Wasserstoff tiber Pyrogallol-KOH-Lésung) nur 0,16 mg Aceton ge 
bildet, beides in 55 Minuten. 

Wasserstoffakzeptoren in gréBerer Menge finder sich somit nicht in 
dem benutzten Trockenpraparat. 


Sauerstoff als Akzeptor. 

Die GréBe von Sauerstoffabsorption und Acetonproduktion in Gegen 
wart von atmospharischer Luft geht aus Tabelle Il hervor. Auf 1 g Hete 
praparat berechnet bekommt man 1,3 bis 1,8 mg Aceton in 3 Stunden 
Die Mehrabsorption von Sauerstoff entsprach, weil die absoluten Wert: 
klein sind, nur einigermaBen den gefundenen Acetonmengen. Eine Sauer 
stoffiibertragung mit Hilfe von Cytochrom und Indophenoloxydase ist 
jedenfalls ausgeschlossen, weil Indophenoloxydase durch Alkohol-Athe: 
faillung vernichtet wird. Die Alkoholdehydrase diirfte eine echte Aero 
deh ydrase sein. 

Tabelle I. 

2¢ Hetfepraparat wurden in 13 ecm Leitungswasser gel6st und durch 

(daswolle filtriert. Diese Enzymlésung wird sodann ftir die Versuche 


verwencet : 


a) Ansadtze mit Sauerstoff als Akzeptor: 5cem Enzymlésung — 1,5 cem 

Wasser -- 0,lcem 60° ig. Isopropylalkohol; 5cem = Enzymloésung 
1.5cem Wasser + 0,1 com Wasser. 

bh) Ansitze mit Sauerstoff und Methylenblau als Akzeptoren: 5cem Enzym 
losung — 1,5cem Methylenblau 1: 5000 + 0,1 cem 60° ig. Isopropy! 
alkohol; 5cem Enzymlésung — 1,5 cem Methylenblau 1 : 5000 — 0,1 com 
Wasser. 

ce) Ansatze mit Sauerstoff und Chinon als Akzeptoren: 5cem Enzym 
losung ~— 14cem m/10 Chinon — 0,lceem 60° oig. Isopropylalkohol ; 
5eem Enzymlésung + 1,5cem m/10 Chinon + 0,1 cem Wasser. 

d) Ansiitze mit Sauerstoff, Cytochrom ¢ und Indophenoloxydase: 2 g Hete 


praparat wurden statt in Leitungswasser in 13 cem Cytochrom ¢-Indo 
phenoloxydaselésung gelést und durch Glaswolle filtriert. (Die 13 cem 
Loésung enthielt beinahe das ganze aus 1 kg Backerhefe hergestellte Cyto 
chrom ¢c, mit NaOH neutralisiert und mit ungefahr 10 cem frisch her 
gestelltem indophenoloxydasehaltigen HerzpreBsaft auf 15 cem_ ge- 
bracht.) 5cem Enzymlésung mit Cytochrom und Indophenoloxydase 

15cem Leitungswasser — 0,1 cem 60° oig. Isopropylalkohol; 5 een 
Enzymloésung mit Cytochrom und Indophenoloxydase — 1.5cem Leitungs 


wasser — 0,1 cem Wasser. 
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Alkoholdehydrase aus Hete. 243 


Die Zahlen Milligramm Aceton gelten pro 0.77 g¢ Hetepraparat, in 6.5 cem 

0,12 mol. Isopropylalkohol gelést. Die Kontrollportionen ohne lsopropy!- 

ilkohol gaben jedesmal zwischen 0.07 und 0,11 mg ..Aceton**, die von den 

Werten in Kolonne 3 abgezogen sind. Temperatur 22°, py in den An- 
satzen a. b und d 6.3. 





1 2 3 4 5 
Die aus der Mehr- 
absorption von Die Sauerstoff- 
Hefe- Sanerstoff in den absorptionen 
praparate Wasserstoftakzeptor, mg Aceton Behaltern mit Iso in cem mit und 
Nr. O» bedeutet atmosphirische gebildet propylalkohol obne Isopropyl- 
Ansitze Luft in 3 Std errechnete Aceton- alkohol, die 
at produktion letzten in 
11 200 cem Parenthesen 
Oy ~ 58,1 gg Aceton 
0 0.76 0.59 (0.40 
19 a 0, |, 1,40 sd 8 (0,40) 
: | 1.37 0.78 O51 (0,36) 
d QO,, Cytochrom und | 1,50 - 0,90 (0,96) 
Indophenoloxydase — | 1,30 _ 0,92 (1,07) 
| 1.63 2.00 0,93 (0,53) 
), » f = . 
b » und Methylenblau 188 207 1.04 (0.64) 
c QO, und Chinon 0,09 - 
e { 1,37 0,99 0,50 (0,31) 
15 a 0, ms - 22 
, \ 1,29 0,73 0.47 (0,33) 
d 0, Cytochrom und | 1,22 - 0,77 (0,85) 
Indophenoloxydase | 1.29 - 0.74 (0,78) 
b Q, und Methylenblau 1,76 1,70 0.94 (0,61) 
¢ O, und Chinen 0,06 := ip: 
14a Oy 0,97 0,78 0,39 (0,24) 
b QO, und Methylenblau 1,35 1,14 0,90 (0,68) 
e , und Chinon 0,09 


( v7) mon. 


Dieser nichtautoxydable Wasserstoffakzeptor ist fiir die Essig- 
bakterien-Alkoholdehydrase (lebende! und getétete?) ein besonders 
guter Wasserstoffakzeptor. Das Verhialtnis Aceton-Chinon : Aceton- 
Sauerstoff fiir getétete Essigbakterien ist wie 3:1. Fiir die Hefe- 
alkoholdehydrase ist Chinon aber als Wasserstoffakzeptor ganz un- 
geeignet, oder richtiger nach Zusatz von Chinon zur Enzymlésung 
wird die Alkoholdehydrase entweder durch Chinon selbst oder durch 
Chinonderivate beinahe ganz paralysiert. Das Verhaltnis Aceton- 
Chinon: Aceton-Sauerstoff war fiir die Hefe-Alkoholdehydrase wie 
0.07: 1.0. Dies Verhaltnis gegeniiber Chinon diirfte auch ein Kennzeichen 
dafiir sein, daB die beobachtete Acetonbildung nicht durch lebende 
oder getétete Bakterien hervorgerufen wird. 


' H. Wieland u. A. Bertho, Liebigs Ann. 467, 95, 1928. 
2 DP. Miller, diese Zeitschr. 254, 102, 1932. 
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Sauerstoff und Methylenblau als Akzeptoren. 

In Gegenwart von Sauerstoff und einem autoxydablen Wasserstoff 
akzeptor wie Methylenblau ist, wie aus Tabelle II hervorgeht, di: 
Sauerstoffabsorption und Acetonproduktion gréBer als in atmosphari 
scher Luft allein. Da Methylenblau aubBerdem in Gegenwart voi 
Alkoholdehydrase-Alkohol reduziert wird, mu man schlieBen, dati 
die Beschleunigung darauf beruht, daB Methvlenblau als Sauerstoft 
iibertrager fungieren kann. Das Verhaltnis Aceton-Methylenblau 
Sauerstoff : Aceton-Sauerstoff war wie 1,3: 1,0*. 


Sauerstoti, Cytochrom ec und Indophenolosrydase. 

AKeilin' behauptet, daB das von ihm wiederentdeckte Cyvtochrom 
als Sauerstoffiibertriger in der Zelle fungiert. Oxeytochrom wird voi 
Gewebsmazeraten reduziert, und Redeytochrom wird von Indopheno!. 
oxydase + O, wieder zu Oxecytochrom oxydiert. Aeidin meint, dati 
der durch Dehydrasen aktivierte Wasserstoff gew6hnlich nicht direkt 
auf Sauerstoff, sondern auf einen Sauerstoffiibercrager (Palladin 
Atmungspigmente) tibertragen wird. Harrison? fand, dab Glykose 
dehydrase aus Leber wohl Oxcytochrom c¢, aber nicht freien Sauerstoft 
als Wasserstoffakzeptor verwenden Kann. 

Um die Bedeutung des Cytochroms  festzustellen, mups man jedi 
einzelne Dehydrase in ihrem Verhdltnis zu Cytochrom untersuchen. Dies 
ist fiir die Alkoholdehydrase der Hefe in den in Tabelle IL wieder 
gegebenen Versuchen getan. Es geht hervor, daB die Acetonbildung 
aus Isopropylalkohol in Gegenwart von Cytochrom ¢ und Indopheno! 
oxydase weder beschleunigt, noch verlangsamt ist.  Damit = diirft: 
bewiesen sein, da Cytochrom ¢-Indophenoloxydase nicht bei det 
Alkoholdehydrierung durch Alkoholdehydrase beteiligt ist, und dat 
die Alkoholdehydrase ohne Hilfsstoffe den atmospharischen Sauerstoft 
als Akzeptor verwenden kann. 

Die gefallten Hefepraparate enthalten keine Indophenoloxydase. 
weil diese durch Alkohol-Ather zerstért wird. Nach Zusatz von Indo 
phenoloxydase und Cytochrom zu den Hefepraparaten ist die Indopheno! 
oxydase noch wirksam, aber die Menge von reduzierenden Stotfen maclit 
den Nachweis schwierig. Nur nach Erwarmung 90 Minuten auf 52° und 
passender Verdiinnung wird eine schwache Blauung mit .,Nadi* hervor 
gerufen. Die Sauers‘offabsorption in den Versuchsansatzen mit Cytochrom 
und Indophenoloxydase stand in keinem Verhaltnis zur Acetonproduktion 


* Wie oben bemerkt, fanden Wieland und Claren fiir Trockenhet: 
den Umsatz mit Sauerstoff 2,5mal so groB wie mit Methylenblau, aber in 
jenen Versuchen war entweder nur Methylenblau oder nur Sauerstort! 


Akzeptor. 
1 PD. Keilin, Ergebn. d. Enzymforsch. 2, 239, 1933. 
2 DPD. Harrison, Biochem. J. 25, 1016, 1931; 26, 1295, 1932. 
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weil der Isopropylalkoholzusatz die Eigenatmung der Indophenoloxydase - 
praparate schadigte. In einem Versuch wurde statt Indophenoloxydase- 
Saft’ Herzmuskelmazerat nach AKeilin (,.Pulp™) zugesetzt. Nach dem 
Versuch gab das Herzmazerat eine intensive ..Nadi*’-Reaktion, aber die 
Acetonproduktion war nicht so gro wie in den WKontrollversuchen ohne 
(‘ytochrom und Indophenoloxydase. 


Theoretische Sehlublolgerungen, 


Die Alkoholdehydrase aus Hefe ist eine Acrodehydrase!, d.h. sie 
vermag direkt ohne Mithilfe von Zwischenakzeptoren den atmosphiri- 
schen Sauerstoff als Akzeptor zu verwenden. In den Trockenpraparaten 
schienen Wasserstoffakzeptoren in gréBeren Mengen nicht vorhanden 
zu sein. Wird aber ein Wasserstoffakzeptor zugesetzt, auf den die 
Dehydrase den Wasserstoff mit gréBerer Geschwindigkeit als auf 
freien Sauerstoff iiberfiihren kann, wird freilich auch die Oxydation 
des Donators beschleunigt. Ist nun der betreffende Akzeptor autoxy- 
dabel, wie z. B. Methylenblau, wird somit die Oxydation des Isopropyl- 
alkohols —— jedenfalls teilweise —- durch ein Zweistoffsvstem (Dehydrase 

Pigment) bewerkstelligt. Man kénnte sich freilich auch denken, 
dali in der lebenden Hefe bei der Oxydation von Isopropyvlalkohol (und 
anderen Alkoholen) der Wasserstoff auf Oxeytochrom tbertragen 
und das reduzierte Cytochrom nachher durch Indophenoloxydase 
oxvdiert wiirde. Es hat sich jedoch gezeigt, daB die Alkohol- 
dehydrase in dem aus Mazerationssaft hergestellten Trockenpraparat 
nicht in Verbindung mit Cytochrom und Indophenoloxydase wirken 


kann. 
De r Ze itliche l« rlauf der Dt h ydrie rung vor Isopropylalkohol, 

Die Ansatze wurden in derselben Weise wie die Ansatze a in Ta- 

belle IL vorbereitet. Temperatur 22° und py 6.3. Hefepraparat 20 

bildete in 3 Stunden 1.52 mg Aceton, 





in 55 Minuten 1,l0 mg Aceton und in - > eam 
15 Minuten 0,33 mg Aceton; Praparat — , f 8 
19 bildete in 3 Stunden 1.39 mg Aceton 7 F i 
und in 90 Minuten 1.28 mg Aceton. ~ / 
Die Versuche sind graphisch in Abb. 1 © >. / 
dargestellt. Die Aktivitat des Enzym- f he aA 
praparates nimmt schnell ab. ‘ 
Kontrollversuche. Der zeitliche Ver- a 
Abb. 1. 


lauf der Alkoholdehydrierung und die 
sistierende Wirkung von Chinon sind beide Indizien dafiir, dab die Aceton- 
bildung nicht durch lebende oder getétete Bakterien hervorgerufen wird. 


1 Statt der Bezeichnungen aerobe Dehydrase und oxytrope Dehydrase 
wird die Bezeichnung Aecrodeh ydrase vorgezogen. 





— 


ern 


Cnateapee lee Setericanerterraters 





246 D. Miiller: 


AuBerdem wurden Bakterienzihlungen in’ Praparat 19 vor- 
genommen. Das gefallte Priparat enthielt weniger als 1000 Bakterien 
in 0,2 g. Die lebenden Bakterien in den gefallten Praparaten kénnen 
somit nicht die Acetonbildung hervorgerufen haben. Aber auch der 
Gehalt an getéteten Bakterien ist zu gering. Der Mazerationssaft 
enthielt nach dem Zentrifugieren gerade vor der Fallung 6 — 9. 10° 
lebende Bakterien in leem. Ein Vergleich mit getéteten Essigbak- 
terien ergibt folgendes: 

70cem Mazerationssaft geben 9g Trockenpraparat = 70.9. 10° ge- 
tétete Bakterien, 
9g getétete Essigbakterien = 9.5.10" getétete Bakterien. 

Trotzdem der Gehalt an getéteten Essigbakterien in 1 g somit 
ungefahr 100000 mal so groB ist wie die in den Hefepraparaten, war die 
Intensitaét der Acetonbildung noch nicht 10mal so groB. (1 g getétete 
Essigbakterien gibt 6 bis 12 mg Aceton pro Stunde bei 25°; 1 g Hefe- 


priparat gibt in der ersten Stunde bei 22° 1 bis 1,5 mg Aceton.) 


Thermolabilitat der Alkoholdeh ydrase. 
Wenn die Enzymlésung vor der Zugabe von Isopropylalkohol 
30 Minuten auf 90° gewirmt wird, findet keine Acetonbildung aus 
Isopropylalkohol innerhalb 3 Stunden statt. 


Deh ydrierung von Athylalkohol. 

Die obigen Thunberg-Versuche zeigen, daB Athylalkohol die Re- 
duktionszeit von Methylenblau durch Hefepraiparate herabsetzt. 
Zusatz von Athylalkohol zu den geliésten Hefepraiparaten vergréBert 
auBerdem die Sauerstoffabsorption. Produkte sind nicht isoliert worden. 


Tabelle III. 


Die Mehrabsorption von O, (Kubikzentimeter) pro 1g Praparat in 


4ccem 0,25 mol. Athylalkohol in 3 Stunden bei 25°: 
Backerhefe, mit Alkohol-Ather gefiallter PreBsaft . . . . . . 0,40 
Bierhefe, mit Alkohol-Ather gefallter PreBsaft . . . . . . . 0,40 
Bierhefe, Mazerationssaft mit Alkohol-Ather gefallt . . . . . 0.18 


Zusammenfassung. 


1. Mazerationssaft aus untergariger Bierhefe nach Lebedew enthiilt 
eine Alkoholdehydrase, die durch Fallung als Trockenpraparat ge- 
wonnen werden kann. Diese Dehydrase vermag Isopropylalkohol zu 
Aceton zu oxydieren. 

2. Wenn Isopropylalkohol Donator ist, kénnen Sauerstoff und 
Methylenblau Akzeptoren sein. Chinon hemmt die Dehydrierung sehr 
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tark und kann (im Gegensatz zu dem, was mit der Essigbakterien- 
\Ikoholdehydrase der Fall ist) nicht als Akzeptor dienen. 

3. Wenn Sauerstoff und Methylenblau gleichzeitig gegenwartig 
-ind, wird die Dehydrierung von Isopropylalkohol etwas beschleunigt, 
-o daB das Verhiltnis Aceton-Sauerstoff-Methylenblau : Aceton-Sauer- 
stoff wie 1,3: 1,0 ist (Tabelle II). Zugabe von Cytochrom ¢ und Indo- 
phenoloxydase hat keinen EinfluB auf die Acetonbildung. Das System 
(‘vtochrom c-Indophenoloxydase ist nicht bei der Reduktion von O, 
durch Isopropylalkohol-Alkoholdehyvdrase beteiligt. © Die Alkohol- 
dehydrase der Hefe ist eine Aerodchydrase, die auBer O, auch Methvlen- 
blau, aber nicht Oxcytochrom oder Chinon als Wasserstoffakzeptor 
verwenden kann. 

4. Ohne Zugabe von Akzeptoren in sauerstofffreier Atmosphire 
findet keine Alkoholdehvdrierung statt. 

5. In den Lésungen mit Isopropylalkohol entspricht die Aceton- 
hildung einigermaBen der Differenz zwischen den Sauerstoffabsorp- 
tionen in den Enzymlésungen mit und ohne Isopropylalkohol. Doch 
ist die gefundene Acetonbildung etwas gréBer, als aus der Sauerstoff- 
absorption berechnet. 

6. Die Alkoholdehydrase wird bei 90° in 30 Minuten vernichtet. 
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Zur Kenntnis reduzierender Zucker. III’. 


Von 
L. Marchlewski und W. Urbanezyk. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Krakau.) 


, 


(Eingegangen am 22. April 1933.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Im AnschluB an die beiden vorhergehenden Abhandlungen? bea! 
sichtigen wir jetzt, die Erfahrungen mitzuteilen, welche beim Studium 
des Verhaltens von Pentosen zu verdiinnten Alkalien bei gew6hnliche: 
Temperatur gewonnen wurden. Das allgemeine Verhalten dieser Zucke: 
ist dem der Hexosen und der Maltose ganz ahnlich. Untersucht wurden 
bis jetzt Arabinose und Rhamnose. 

Wie bisher wurde die Sektormethode von Hilger angewandt. Als 
Lichtquelle diente ein Funken zwischen Wolframstahlelektroden. 


l-Arabinose. 

‘ea . . . . . . . 

Ubereinstimmend mit den Angaben des einen von uns mit L. Aw 
cinski® wurde gefunden, daB véllig reine Arabinose nur kontinuierlich: 
Absorption und keine Absorptionsbinder verursacht. 

Zunichst wurde eine verhaltnismaBig starke Natronlauge in bezug 
auf ihre Wirkung auf Arabinose untersucht in Abhangigkeit von de: 
Wirkungsdauer. 

Die angewandte Arabinose, von Schuchardt bezogen, wurde vierma! 
aus Wasser umkristallisiert, Schmelzpunkt 154°. In 0,5 mol. Kon 
zentration in 2cm Schicht zeigte sie folgende Absorptionen: 


' Vorgelegt der Akademie der Wissenschaften, Krakau. 
2 Diese Zeitschr. 250, 385, 1932; 261, 393, 1933. 


3 Bull. de VAcad. Polonaise des Sciences et des Lettres 1928, S. 272. 
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Zur Kenntnis reduzierender Zucker. III. P4Y 








r 4 E d é A } > 
0,1 3326 0.1 OD 2186 O09 
0,2 Y404 ‘02 0.6 9156 On 
0.3 2300 03 0.7 9134 0.7 
0.4 2226 0.4 OS 2107 OS 


Die Kurve 1, Abb. 1, veranschaulicht diese Absorption, wobei auf 
der Ordinatenachse die Logarithmen der molaren Extinktionen ab- 
vetragen wurden. Nun wurde eine molare Losung des Zuckers hergestellt 
und mit dem gleichen Volumen normaler Natronlauge, nachdem dic 
Mutarotion verschwand, vermischt. Sogleich nach dem Mischen beider 
Losungen von der Temperatur 25 bis 26° wurden die photographischen 
Aufnahmen ausgefiihrt, und zwar in 2cm Schicht. Abgelesen wurde: 





‘ j I 
0.0 3987 
01 3700 0.1 
(2 3518 0.2 
03 3420 O83 
0.4 3367 4 
05 3334 OD 
O06 3300 O06 
0,7 3273 07 
OS 3252 2550 = 2489 O8 
Og 3235 2913 2852 2582 9463 0.9 
1.0 3206 =2978) 2775) HIN 2447 1,0 
1,1 3172 3020 2734 2648 2443 1.1 
1.2 3125 30590 2458 1.2 
1,3 2434 1 
1.4 2430 1.4 
1,5 2427 1,5 


Den Verlauf der Absorption veranschaulicht die Kurve 0 A in Abb. 1. 
Wie ersichtlich, sind zwei Maxima verzeichnet entsprechend den Wellen- 
langen 2690 und 3095 A. Wird die alkalische Lésung nach ihrer Her 
stellung sofort mit der nétigen Menge Essigsaure neutralisiert, so ver- 
schwinden die beiden Bander. Die resultierende Absorptionskurve 
unterscheidet sich nur wenig von der urspriinglichen Arabinosekurve, 


Kurve IT, Abb. 1. 


Bleibt die urspriingliche alkalische Lésung 2 Stunden stehen, ehe sic 
photographiert wird, bei Anwendung einer 0.5 em-Schicht, so resultiert 
eine Absorptionskurve mit nur einem Bande mit dem Maximum bei 
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3090 A, das Band in starker gebrochenem Teil des Spektrums ist vei 
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0.5 3210 2987 2405 2,9 
: 0.6 3123 3050 2395 2.4 
i 0,7 2392 2.8 
4 0.8 2384 3.2 
0.9 2376 3.6 
1.0 2373 4,0 
11 2366 44 
A 12 2364 4.8 
1.3 2362 5,2 
2 ‘ 1,4 2356 5.6 
1.5 2354 6.0 
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Zur Kenntnis reduzierender Zucker. 


Analog verhalt sich eine Lésung, 


If. 251 


welche 4 Stunden unter der 


Kinwirkung der Lauge blieb, nur ist die allgemeine Absorption starker, 


das Maximum des Absorptionsbandes verbleibt bei 


nahm dabei eine schwach gelbe Farbe an. 


Ermittelt wurden folgende Werte: 


3090 A, die Lésung 





BS05 
3652 
3565 
3492 
3420 
3377 
3347 
3323 
3300 
3270 
3245 
3225 
3194 
3163 
3112 


2504 
2637 
2724 
2786 
2847 
IS&O 
2904 
3930 
2954 
2973 
3008 
3063 


2513 
9465 
2434 
2424 
2413 
9405 
2402 
2395 
2386 
2382 
2376 
2373 
2370 


5,2 
D6 
6,0 


Bei dem nichsten Versuch wurde die alkalische Lésung der Arabi- 
nose 7 Stunden sich selbst tiberlassen und dann zehnmal mit Ather 


extrahiert. Die extrahierte L6sung wurde in zwei Teile geteilt und der 


eine als solcher untersucht, wahrend der zweite vor der Untersuchung 


mit der entsprechenden Menge Essigsaure (gleiches Volumen) versetzt 


und so neutralisiert wurde. 


Die alkalische Lésung, welche 0,25 Mol Arabinose enthielt, wurde 


in 0.5em Schicht untersucht: erhalten wurde: 





0.9 
0,1 
02 
0.3 
0.4 
OD 
0.6 
Ol4 
O08 
09 


Site Wine” 


3963 
3793 
3683 
3605 
3563 
3507 
3462 
8400 
8350 
3297 
3262 
3215 
3155 


2554 
2642 
2695 
2793 
2864 
2917 
2980 
8025 


0.0 
OS 
1,6 
2.4 
3.2 
40) 
4.8 
56 
6.4 
42 
S.0 
SS 
9.6 
10,4 
11,2 
12.9 
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“Jn 


Diese Verhaltnisse veranschaulicht die Kuryve ..Ekstr. 7h. Wi 
ersichtlich, zeigt dieselbe ein Maximum bei 3090 A. Dagegen erschein! 
in der Kurve, welche die neutralisierte Losung charakterisiert, geringe 
allgemeine Absorption. und das Maximum erscheint nach dem Ultra 
violett hin verschoben. Es liegt jetzt bei 2740 A. 


Weiterhin wurde die alkalische Lésung der Arabinose na: 





10 Stunden untersucht. Sie mubte bedeutend verdiinnt  werde: 
namlich zu m 32, und wurde in lem Schicht untersucht. Gefund: 
wurde: 

‘ 4 E 

0.0 3977 -- 

0.1 3675 3,2 

),2 3580 2594 240)2 6.4 

0.3 3450 2545 2357 G6 

0.4 3355 2675 2324 12.6 

0.5 3390 2770 2308 16.0 

0.6 3227 2862 2293 19.2 

0.7 3169 2920 YIK? 99 4 

0.5 3192 3024 2274 25,6 

0.9 QPHD 28.8 

1,0 22°63 32.0 

‘i 2254 35,2 

1.2 2251) 38,4 

1.3 2240 41.6 

1,4 2235 44.8 

1.5 2232 45,0 


Kurve Loh, Abb. 1, entspricht diesen Verhaltnissen. Sie zeigt 
ein Maximum bei 3040 A. 

Ahnlich liegen die Verhaltnisse bei einer 264 Stunden alten Lésuny 
wie Kurve 264h, Abb. 1, veranschaulicht. Um Raum zu sparen, wurd: 
dieselbe um 0,3 Skalenteile nach unten verlegt. Das Maximum erscheint 
im Vergleich mit der vorigen Lésung etwas nach Ultraviolett hin 
verschoben, namlich nach 2910 A. 

Zum Studium der Frage nach der Abhangigkeit der Absorptionen 
der Arabinose von der Starke der angewandten Natronlauge wurd 
zunachst ermittelt, daB eine Lésung von 0,5 Mol des Zuckers in 0,5 Mo 
NaQH bei der Temperatur 17,5° den py-Wert gleich 13,11 besitzt 
da demnach eine Neutralisation der Lauge in einem geringen Grad 
stattgefunden hat. Kurve 1, Maxima 2685 und 3083 A, Abb. 2. 


Kine Lésung von 0,5 Mol Arabinose in 0.25 Mol NaOH zeigt: 
pu 12,25 und ergab folgendes Spektrum nach zweistiindiger Einwirkung 
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Zur Kenntnis reduzierender Zucker. 
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Es liegen zwei Bander 


Kurve 2, Abb. 2. 


3405 
3336 
3274 
3222 
3176 


3127 
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2765 2614 
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vor mit 
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Eine 0.5 mol. Arabinoselésung in 0.1 mol 
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S065 A. 
NaQuH 


zeigte je nach der Lange der Einwirkung ein verschiedenes Verhalten 
Folgende Werte wurden ermittelt : 


Der pu-Wert betrug 11,82. 
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Kurve 3, Abb. 2, veranschaulicht die Absorptionsverhaltnisse de1 


Losung nach zweistiindiger Einwirkung, 


Falle 


stiindigen entspricht. 
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2675 A, wahrend die sechsstiindige 


3490 A verursachen. 
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Weiterhin wurden noch 


pu — 10,94 und die zweite 9,93. 


Lésungen von Arabinose 
n/100 NaOH und n/2000 NaOH untersucht. 


Gemessen wurde: 


Produkte 


(0,5 Mol) 
Erstere Loésung zeigt: 





2 in 100 NaOH) 


0,1 3094 

0,2 2946 

03 2867 

0,4 2815 2490 2316 
0,5 2755 2574 2275 
0,6 2716 2642 2249 
0,7 2232 
0,8 2214 
0.9 2200 
1,0 2190 
1,1 2177 
1,2 2167 


4 (1/2000 NaOH) 


3460 
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Die Lésung, welche n/100 NaOH enthielt, zeigte ein Band nach 
4 Stunden bei 2685 A, wihrend diejenige, die nur n/2000 NaOH 
enthielt, keine selektive Absorption mehr zeigte, auch nicht nach 
240 Stunden, Kurve 6, Abb. 2. 


Rhamnose. 


Kaufliche Rhamnose (Schuchardt) wurde durch Umkristallisation 
gereinigt, verwendet wurde ein Praiparat mit dem Schmelzpunkt 92 
bis 93°. Wie zu erwarten war, zeigt Rhamnose keine selektive Absorp- 
tion. Untersucht wurde eine molare Lésung in lem Schicht. Durch 
Vermischen dieser Lésung mit n NaQH wurde eine Mischung von 
0.5 mol. Rhamnose und 0,5n NaOH bei der 'Temperatur 25 bis 26° 
hergestellt. Diese Lésung wurde zunichst sofort nach der Herstellung 
untersucht und auBerdem eine Losung, welche aus der alkalischen durch 
Neutralisation mit Essigsiure entstand. Die folgende Tabelle gibt die 
Zusammenstellung der erhaltenen Messungen. 





r Ay Z 44 I 
0.0 3196 3410 3570 0,0 
0.1 2595 2868 3123 01 
0,2 2395 2575 2724 0,2 
0,3 2996 2496 2428 0,3 
0.4 2176 2464 23365 (4 
0,5 2136 24465 2288 0,0 
0,6 2105 2434 2252 0,6 
0,7 2426 2216 0,7 
0,8 2417 2173 0.8 
0,9 2414 2120 0,9 
1.0 2412 1,0 
1,1 2406 a 
1.2 2404 12 
1,3 2400 1.3 
1,4 2395 14 
1.5 9392 1,5 


/, entspricht der reinen Rhamnose, 7, entspricht der Lésung von 
0.5mol. Rhamnose in 0,5n NaOH nach h = 0, bei 25 bis 26°. 7, entspricht 
der vorangehenden Lésung nach dem Neutralisieren. 


Kurve 1, Abb. 3, entspricht den /4,, Kurve 2 4, und Kurve 3 4. 
Die erste wurde in 1 em Schicht, die zweite in 2cm und die dritte in 
4cem aufgenommen. Wie ersichtlich, ist die Absorption in allen Fallen 
kontinuierlich. Im Vergleich mit Arabinose ist die Rhamnose gegen 
Alkalien bedeutend widerstandsfahiger. 
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Wird die Lésung von 0,5 mol. Rhamnose und 0.5n NaO} 
2 Stunden stehengelassen und dann erst untersucht, so ergibt: sic! 
folgendes bei der Schichtdicke 2 em: 





a A BE 
0,1 3572 O41 
02 3366 02 
03 3258 03 
0,4 3172 0.4 
0.5 2840 O05 
0.6 2757 2599 2465 0,6 
0,7 2723 2612 2442 0,7 
0.8 2434 0.8 
09 2424 09 
1,0 2416 1.0 
13 2413 1.1 
1,2 2410 1,2 
1,3 2407 3 
1.4 2404 1.4 
1.5 2400 1,5 


Obige Messungen zeigt Kurve 4, Abb. 3. Sie zeigt ein deut- 
liches Band mit dem Maximum 2675 A. 


Nach sechsstiindige: 
Einwirkung erscheint das 
lage \ Band bedeutend © starker 
10 50h - - ‘ . 
te \ Pe (Kurve 5, Abb. 3) und weite: 
wa ol he und dies wird bei der Unter- 
| suchung einer 9 Stunden 
| \ alten Lésung noch meh 
ad \ \ verstarkt (Kurve 6, Abb. 3 
\ Endlich nach 30 Stunden 
aw \ erhalt man die Kurve 7. 
f a \ Maximum bei etwa 3000 A, 
aN i \ i Abb. 3. 
\_ 4 \) : J —_ ' 
\ 4 \ \ Die Untersuchung der 
\ ‘od \ \\ Frage nach dem Verhalte 
XX ' Sh ¥ rage nach dem Verhalten 
\ \ \ mo der Rhamnose zu_ Laugen 
G \ ; ca verschiedener Starken = er- 
™. Y + 
\ aon a \ gab das Folgende: 
* \ = \ Eine Lésung von 0,5 mo! 
pi, Ske. - N Rhamnose in 0,5n NaOH 
Sa a ee ee ee ~~ ~ +S ee ae —_ ° = ~0 » 979 
‘oO 2500 0 3500 7. gab bei 17,5° den Wert 12.73 
Abb. 3 und bei sofortiger Unter 


suchung der hergestellten 
Lésung keine selektive Absorption: ein Band ist erst nach zweistiindige! 
Wirkung der Lauge wahrzunehmen. Erhalten wurden die folgenden Zahlen 








ZM 
mi 


RI 


Er 


nu 
we 


unte 
Rha 








Na QO} 


it sit 1 


deut- 


ndige! 
das 
farkes 
veiter, 
“nter- 
unden 
mehr 
bb. 3 
unden 
rve 7, 
0 A, 


y det 
ralten 
augen 


a «6CF- 


5 mol! 
Ta OH 


12.73 


‘nter- 
ellten 
idige! 
thlen 





Zur Kenntnis reduzierender Zucker. III. 


ted 


awd 





3720 
2674 
2523 
2476 
2457 
2444 
2433 
2424 
2417 
2414 
2409 
P4005 
2401 
2396 
2394 


3383 
3320 
B1SS 
2747 


2 


D4 Q500 


2463 
2444 
2435 
2426 
2420 
2415 
2412 
2406 
2404 
2397 
2395 


2, entspricht der frischen Lésung und der Kurve 1, Abb. 4, 2, der 


zweistiindigen und der Kurve 2. Abb. 4. 
mit dem Maximum 2715 A, woran sich eine starke Absorption von der 


weniger gebrochenen Seite anschlieBt. 


Weiterhin wurde eine 
Rhamnose 0,25 n NaOH enthielt. und zwar nach 3 und 8! 9 Stunden. 


Ersterer Einwirkungszeit entspricht die Kurve 
Der pu-Wert betrug 12.0s. 
Die ern 


Kurve 4, Abb. 4. 
nur Kurve 4 ein Maximum bei 2750 A. 
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Erstere Lésung zeigte py 11,48 und die zweite py 10,27. 
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Erstere gab nach 96 Stunden die Kurve 5, Abb. 4, mit dem Maximut vire 
2700 A, und die zweite zeigte auch nach 240 Stunden nur kontinuie: Pen 


liche Absorption, Kurve 6, Abb. 4. 
Schlubbetrachtungen. 
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 Neutralisation sofort vorgenommen wird. Es kann also keinem 
t Zweifel unterliegen, daB die Wirkung der Lauge auf die Pentosen, ahnlich 
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der Zucker mit Natronlauge muB mit derselben Ursache zusammen- 
hangen. Friiher wurde der SchluB gezogen, daB dieses Band durch) 
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vird, und die jetzt mitgeteilten Ergebnisse der Untersuchung der 
Pentosen kénnen als weitere Stiitze fiir diese Annahme gelten. 


Es fallt allerdings auf, daB die angenommene Aldehydgruppe der 
Zucker ein Band verursacht, welches starker gebrochen ist als das- 
enige, welches durch einfachere aliphatische Aldehyde erzeugt wird 
etwa 2800), aber als hinreichendes Argument gegen unsere Annahme 
kann diese Tatsache wohl nicht gelten. 


Betont muB noch werden, daB auch bei den Pentosen ermittelt 
wurde, daB der pu-Wert der Fliissigkeit mindestens bei tf = 17,5 bis 26°C 
10 betragen muB, um das charakteristische Band hervorzurufen, und 
daB der TemperatureinfluB sehr groB ist. Dieses letztere Thema bildet 
unter anderen den Gegenstand unserer weiteren Untersuchungen. 
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Untersuchungen iiber die Bindung der Biokolloide 


XIX. Mitteilung: 


Uber Polyoso-proteide (Polysaccharoproteide). 


Von 
St. J. von Przylecki, E. Mystkowski und B. Niklewski. 


(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat Warschau 


(Eingegangen am 26, April 1933.) 


Eine der groBten Schwierigkeiten bei den Untersuchungen iiber di: 
Bindungen zwischen Biokolloiden ist die Auffindung einer exakten 
Methodik, die nicht nur qualitativ, sondern auch quantitativ die ent- 
standene Verbindung nachzuweisen gestattet. Viel leichter ist es, eine 
derartige Methodik im Falle der Bindung von Kolloiden und Kri- 
stalloiden zu finden. 

Die Paulische Schule fiihrte eine ganze Anzahl physikalische 
Methoden ein, z. B. Elektrometrie. Untersuchung der Leitfahigkeit. de: 
inneren Reibung des osmotischen Drucks, des Membranpotentials usw 
Bechhold tithrte die Ultrafiltration ein. 

Viel schwieriger ist in denjenigen Fallen die Untersuchung zu fiihren. 
wo uns die Bindung zwischen zwei Kolloiden interessiert. 

Durch die hollandische Schule (Arayt, besonders Bungenberg de Jong' 
werden drei Untersuchungsarten angewandt, und zwar die Bestimmung det 
Viskositatsainderung, die Kataphorese und die Koazervation. Alle dies 


Methoden sind jedoch qualitativer Natur, und nur ein positives Versuchs- 


resultat, nach AusschlieBung der Fehlerquellen, gibt bei ihrer Anwen- 
dung eine klare Antwort. 

Sowohl die Viskositatsmethode wie die Koazervation kénnen fiir de: 
Fall, daB ein negatives Resultat erhalten wird, nicht als bindender Schlut' 
daB keine Bindung zwischen den zwei anwesenden Kolloiden entsteht 
dienen. Im Falie der Viskositatsuntersuchung entstehen zwei Schwierig 
keiten, auBer denen, die durch Bungenbergde Jong in seinen schéner 
Arbeiten besprochen sind. Die erste entsteht dann, wenn das eine oder di: 
beiden Kolloide aggregationsfahig sind. In diesem Falle hangt das Resultat 


wie einer von uns mit Frl. Targoniska* nachgewiesen hat, davon ab, o} 


? H.G. Bungenberg de Jong, Protoplasma XV, 1932. 
2». Przytecki u. J. Targonska, diese Zeitschr. 255, 406, 1932. 
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ier oder die aggregierenden Komponenten dadurch, dali} sie in’ Bindung 
reten. ihre Aggregationsfahigkeit nicht vermindert haben. Zweitens kann 
ler gebundene Anteil durch andere Hydratation eine ganz andere und nicht 
inbedingt eine gréBere Viskositat aufweisen. 

Durch diese Schwierigkeiten der theoretischen Deutung der experi- 
nentellen Daten kénnen wir uns erklaren, dab Bungenberg de Jong keine 
Bindung zwischen Starke und Proteinen bei py. die héher als der |. P. 
des Eiweibes liegen, nachweisen konnte. 

Die schéne Koazervationstechnik ist nur auf diejenigen Falle be 
svenzt, in denen das in Bindung tretende System eine Entmischung aut 
weist. Selbstverstandlich bleiben alle Bindungen, die mit keiner mikro- 
skopisch nachweisbaren Phasenanderung verlaufen, fiir diese Untersuchungs 
technik verborgen. 

Auch die Kataphorese, die schon viele wertvolle Resultate gegeben 
hat. kann nicht immer ein klares Bild geben. 

Wir haben in unserem Institut von 1926 an einen etwas anderen 
Weg gewahlt. Fiir die Untersuchungen tiber die Bindung zwischen 
Kolloid-—Kristalloid brauchten wir die Bechholdsche Ultrafiltrations- 
technik. Bei der Untersuchung tiber die Kolloid — Kolloid-Systeme 
wurde die Adsorptionsmethode angewandt. Sie erlaubte auch, quanti- 
tativ die Bindung mit den im Gelzustand anwesenden Kolloiden zu 
untersuchen. Auch diese Methode ist jedoch stark begrenzt. Sie erlaubte, 
wie wir vielmals nachgewiesen haben, keine Schliisse iiber das Ver- 
halten desselben Kolloids, wenn es im Solzustand anwesend ist, zu 
ziehen. Somit sehen wir, dab beim heutigen Stande des Problems keine 
Methodik als die beste und alleinige, ideale zur Anwendung kommen 
kann. Vielmehr kann die Anwendung neuer, wenn auch mit Fehlern 
und Grenzen behafteter Methoden einen groben Fortschritt aut diesem 
schwierigen Gebiet geben, wenn nur die Fehler und Begrenzungen 
erkannt und eliminiert werden kénnen. 

Die Probleme, die wir seit einigen Jahren behandeln, haben den 
Zweck, den Zustand, in dem sich die kolloidalen Plasmabestandteile 
befinden, und die Bindungen, die zwischen ihnen existieren, kennenzu- 
lernen. Obwohl ein Teil von ihnen im Gelzustand in den normalen 
Zellen anwesend ist, befindet sich der gréBte Teil im Solzustande. 
Dies zwang uns, Methoden zu suchen, mit denen die Bindung zwischen 
zwei Kolloiden, die im Solzustand anwesend sind, ermittelt werden kann. 
Als solehe wurden 1. die Anderung der optischen Eigenschaften, 2. die 
Nephelometrie, 3. das Ultrazentrifugieren und 4. die Ultramikroskopie 
angewandt. 

Je gréBer die Zahl der angewandten Methoden und je gréber 
ihre Verschiedenheit, um so leichter sind die erhaltenen Resultate 
kontrollierbar. 

In diesem Teil wollen wir die ersten zwei Methoden besprechen 
und die mit ihnen erhaltenen Resultate darstellen. 
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Die Theorie sowie der experimentelle Wert der Polarimetrie is: 
zu bekannt, um ihn hier nochmals zu besprechen. 

Theoretisch kénnen wir annehmen, dab, wenn keine Bindun, 
zwischen zwei Komponenten erfolgt, der Drehungswinkel der Mischuny 
gleich der Summe der Drehungen der beiden Kontrollen sein’ wird 
Im Falle, wo eine Bindung erfolgt, sollte eine Differenz zwischen dei 
theoretisch berechneten und experimentell nachgewiesenen Drehung 
erfolgen. 

Auber aber denjenigen Effekten, die bei Kristallkérperunte: 
suchungen bekannt sind, tritt leider bei den Kolloiden ein neuer Fakto: 
hinzu, das ist die Anderung der Dispersion, vielleicht der Hydratation 
die méglicherweise nicht ohne KinfluB auf die Drehung bleiben!. 

Ohne auf die allgemeine Giiltigkeit der Polarimetrie einzugehen, 
wollen wir diejenigen schwachen Punkte dieser Methodik, die in den 
durch uns untersuchten Systemen hervortreten, besprechen. 

AuBer den besprochenen Anderungen der Drehung, die keine 
Summation von (4A + B) = (A) + (B), die durch Nebenfaktoren 
hervorgerufen worden sind, kommen Fille vor, in denen zwar eine 
Bindung erfolgt, wo aber keine Abweichung von der Summation er- 
folgen kann. 

Die Bindung der Kolloide kann, wie wir schon vielmals betont 
haben, in verschiedener Weise zustande kommen und zwar durch 
Hauptvalenzkrafte (hetero- und homédopolare) und Nebenvalenzen. 

Bei den homéopolaren Verbindungen, bei denen wir eine starke 
Anderung der Elektronenwege annehmen, diirften wir eine gréBere 
Anderung der spezifischen Drehung annehmen kénnen. Bei den hetero- 
polaren Bindungen haben wir eine viel kleinere Beeinflussung im idealen 
Fall der Komponente, besonders wenn keine Polarisierbarkeit erfolgt. 
Die beiden Ionen bleiben mehr in ihrer Struktur unbeeinfluBt. Nur wenn 
Assoziations- und Polarisationserscheinungen auftreten, dann ist eine 
Méglichkeit gréBerer Beeinflussung vorhanden. Im Fall von Neben- 
valenzkraften ist die Beeinflussung schwer zu bestimmen und variiert 
stark von Fall zu Fall. 

Diese zitierten Momente zeigen, daB die negativen Resultate 
(Summation) nicht immer ein Fehlen von etwaiger (salzartiger) Bindung 
aufweisen. 

Cherhaupt da, wo viele gleichzeitige Zustandsinderungen der 
zwei Komponenten erfolgen, ist es schwer, das erhaltene Resultat 
zu deuten. Gleichzeitig wurden Ne phelometriebestimmungen ausgefiihrt. 
Auch bei Anwendung dieser Methodik ist der erhaltene Wert eine 


1 Besonders in den Fallen, wo Aggregation mit Triibung verbunden 
ist, ist es schwer, die Polarimetrie anzuwenden. 
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Resultante aus vielen gleichzeitig verlaufenden Einfliissen der gemischten 
Substanzen aufeinander. 

Dieser Wert kann durch 1. direkten EinfluB durch entstehende 
Bindung, 2. Hydratationsiinderung der Komponente, 3. Beeinflussung 
des Lésungsmittels und 4. Anderung durch die Verunreinigungen der 
Substanzen (Salze usw.) hervorgerufen sein. Der letzte Punkt spielt 
selbstverstandlich auch bei den polarimetrischen Bestimmungen eine 
Rolle und ist, wie Bungenberg de Jong nachwies, eine grobe Fehlerquelle. 

Man kann den EinfluB der anwesenden Salze, also die wichtigste 
Fehlerquelle, durch Analyse des Einflusses der Substanz nach Ver- 
aschung verfolgen. 

Somit bleiben noch die drei ersten Momente zu besprechen. Der 
dritte Punkt mu8 um so gréBer sein, je konzentrierter die L6sungen sind. 
Bei Anwendung von kleinen Konzentrationen miissen die Anderungen der 
Nephelometriewerte durch den zweiten und dritten EinfluB sehr gering 
scin, und somit bleibt der EinfluB8 der unmittelbaren Anderung des 
Svstems durch entstandene Verbindungen. Man kann durch Aus- 
fiihrung der Analyse bei verschiedenen Komponentenkonzentrationen 
den EinfluB dieser drei Faktoren bestimmen. 

Der Triibungsgrad der Mischung kann gréBer, gleich oder kleiner 
als die Summe der Triibungen der beiden Komponenten sein. Wenn 
eine oder die zwei Komponenten bei den experimentellen Bedingungen 
aggregieren oder infolge Bindung Hydratations- oder Gestaltsande- 
rungen unterliegen, dann kann die Triibung sowohl verstarkt als auch 
vermindert werden. 

In diesem Teil unserer Untersuchungen wollen wir die Bindung 
von verschiedenen EiweiBkérpern (Ovalbumin, Gelatine) mit den 
Polysacchariden (Glykogen und Dextrin), sowie den EinfluB der Salze 
auf die Bindung bei verschiedenen py polarimetrisch und nephelo- 
metrisch verfolgen. Alle Kérper wurden selbstverstandlich im Sol- 
zustande analysiert. 

Methodik. 

Ovalbumin stammte von Merck und wurde vom Globulin befreit. 
(relatinepraparate ,,Extra fein** von Coignet Pére et Fils, Paris, Dextrin. 
bestes Priparat von Merck, das sehr wenig reduzierende Substanzen enthielt. 
Das Glykogen wurde im Institut bereitet. 

Polarimetrische Untersuchungen wurden mit dem Dreifeldpolarimeter 
von Schmidt und Haensch bei 20 oder 40° ausgefiihrt. dessen Temperatur 
durch einen stetigen Wasserstrom konstant war. 

Die Beleuchtung stammte von der monochromatischen elektrischen 
Lampe der Firma Zeiss mit Anwendung eines Filters von Kaliumbichromat. 
Die Lange des Rohres war 200mm. Der maximale Fehler der Methodik 
betrug 0,02°,,. 
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Nephelometrische Bestimmungen. 


Es wurden Lésungen von 1°,, Ovalbumin, 1°,, Gelatine und 0,25 
Glykogen bereitet. Die Lésungen wurden durch HCl oder NaOH au 
Pu 3 bis 8 und entweder mit H,O auf 05°, EiweiB und 0,125°,, Glykoge: 
gebracht, oder gleiche Volumina von EiweiB und Glykogen wurden mit 
einander gemischt. Uberall hatten wir in den Kontrollen und in der Mischun 
gleiche Substanzkonzentrationen. Nach 30, 90 Minuten, 2 und 24 Stunde: 
wurden die Nephelometriebestimmungen in Le7tz’? Universalkolorimete: 
bei 20° ausgefiihrt. Als Standard diente eine 0.5°,ige Albuminlésuny 
bei py 7, ihr Trithungsgrad 100. 


Ergebnisse. 
Polarimetrische Untersuchungen. 


1. Systeme mit Gelatine. Wenn Lésungen von 1. 0.25, 0.5 oder 1 

CGelatine + gleiches Volumen H,O, 2. gleiche Volumina von Gelatin: 

Dextrin (0,25, 0,5 oder 1,0°.,) oder 3. Dextrin + H,O, 4 oder 24 Stunden 
nach dem Vermischen polarimetrisch bei 20 oder 40° untersucht werden 
dann erhalten wir ein Resultat. das in der Tabelle I zusammengefaBt ist 
Das py war durch n/10 NaOH oder HCl, ohne die Konzentration de: 
Komponenten zu aindern, eingestellt.  Selbstverstandlich waren auch di: 
beiden Kontrojlen bei denselben py untersucht. 


Tabelle I. 


1°, Gelatine mit verschiedenen Dextrinkonzentrationen. 





Abweichung von der berechneten Drehung 


Zeit Temperatur Pu mF, Dentetalsaung + Golatineltoung 
Std. oC 1°), Dextrin 0.5%») Dextrin | 0,259») Dextrir 
4 37 3,16 — 0,01 0,01 
4 37 3,74 —— O06 4- 0.03 + 0.03 
24 20 3.98 — 0,07 — 0,03 + 0,02 
20 20 5,14 — 0,02 + 0.03 + 0,93 
6 37 6,97 — (),1 - _ 
4 29 7,32 — 0,08 4+- 0,02 
6 40 8,02 — O01 — 0,08 0:08 
6 87 8,23 — O15 0.13 — 0,11 
6 37 8,92 + 0.08 — _— 
+ 20 9.46 + 0,05 + 0,07 + 0,03 


Die erhaltenen Resultate zeigen, daB in vielen Fallen die polarimetriscli 
Ablesung der Mischung stark von dem Wert der Summe der Kontrolle: 
abweicht. Die Abweichung haingt vom py, der Gelatine- sowie der Dextrin 
konzentration und von Salzanwesenheit ab. 


Wenn wir die Zahlen, die mit 1°, Dextrin + 1°, Gelatine erhalter 
wurden, in ihrer py-Abhangigkeit betrachten, dann sehen wir, da mat 
mit ihnen eine Kurve mit zwei Maxima erhalt und ein markantes Minimum 
bei py 4,8 bis 5.0, wo die Abweichung innerhalb der Fehlergrenzen liegt. 
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sei Pu, die unterhalb des |. P. liegen, sind die Abweichungen geringer als 
berhalb des I. P. 


Bei py 3,2 liegt sie innerhalb der Fehlergrenzen. Bei py 3.7 und 3.98 
st sie schon groB, 0,06, also weit auBerhalb der Fehlergrenze. Bei py 6.97 
wetragt die Abweichung 0,09, bei 7,32 0,08, bei 8.020 0.1, bei 8.23 0.15. 
Von hier an fallt die Abweichung, bei py 8.92 ist sie 0,08, bei 9.46 mur 0.05. 
In allen diesen Fallen ist der Winkel nach links verschoben. Nur bei hohem 
py (9.5) ist eine kleine Steigerung der Rechtsdrehung beobachtet worden 
Tabelle [ und II). 

Tabelle If. 





1° ,ige Dextrinlésung 


Pu 

0,25° , Gelatine 05°, Gelatine 0,759, Gelatine +10 Gelatine 
3.74 — 0.05 0.04 — 0,05 0,06 
7.32 0.07 — 0.06 0.10 O.0S 


Bei kleineren Dextrinkonzentrationen ist eine kleinere Abweichung 
heobachtet, sie ist aber wenig von der Gelatinekonzentration abhangig. 


Die Salze vermindern stark den Abweichungsgrad. Dies wurde sowohl! 
hei py 3.7 wie 6,97 und 8,92 beobachtet (Tabelle ITT). 


Tabelle IIL. 





Abweichung vom berechneten Drehungswinkel 


1° sige Dextrin- + 1° ,ige Gelatinelosung 
PH 
ohne 0,04 n Nay SO, mit 0,04 n Nas SO, 
3.73 — 0.06 0,02 
6,97 0,09 0.04 
8.92 — 0,08 — 0.03 
2) Gelatin Glykogen. In diesem Falle wurden nur Versuche mit 


1°iger Gelatine und 0,5°igem Glykogen bei 40° ausgefiihrt. 


Bei py 3.29 konstatierten wir eine Abweichung. deren Grée det 
Fehlergrenze entspricht (0.02). Bei py 8.14 ist sie gréBer, und zwar betragt 
sie O.04. 


3. Ovalbumin ~— Dextrin. Zu verschiedenen Konzentrationen von 
Dextrin. und zwar 0,25-. 0,5- und 1° iger Lésungen wurde 0,5° ,ige Ov 
albuminlésung zugesetzt. Die erhaltenen Resultate (Tabelle IV) zeigen. 


das man bei Anwendung von verschiedenen py und Dextrinkonzentra- 
tionen sehr verschiedene Resultate erhalt. 


o 


Wenn wir die py-Kurve fiir | Dextrin untersuchen, so sehen wir, 
daB nur bei etwa py 3 eine starke Abweichung von der berechneten Summe 
vorhanden ist. Bei anderen untersuchten py liegt sie in der Fehlergrenze 
Bei 0,5°,iger Dextrinlésung ist die Abweichung viel ausgepragter und in 
einer viel breiteren py-Skala. Die maximale Abweichung legt auch hier 
bei py Oberhalb des 1. P.. und zwar bei py 7.3. Bei py 8.7 ist sie schon viel 
geringer. 
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Tabelle LV. 


Ovalbumin + Dextrin. 





Abweichungen vom berechneten Drehungswinkel 


Pu * 
0,25° 9 Dextrin 0,5°/,) Dextrin 1°, Dextrin 
2.98 —_ — 0,06 — 0,01 
B15 — 0,03 — 0,06 — 0.04 
3.79 0,06 — 0.06 
7.00 + 0,06 ~~ O02 
7,69 + 0,09 + O01 
8,66 + 0,02 — 0,03 0,02 


Sehr interessant ist die Richtung, in der die Abweichung erfolgt. 
Bei py. die unterhalb des I. P. liegen, ist eine Verschiebung nach links. 
hei py > I. P. nach rechts vorhanden. 


Nephelometrische Bestimmungen. 


1. Albumin + Glykogen. Die Tabelle V, die die nephelometrischen 
Werte fiir das 0,5°,ige Albumin bei verschiedenem py angibt, und wo als 
Standardzahl 100 der Wert fiir die Lésung bei py 7,0 angenommen wurde. 
zeigt, daB der Triibungsgrad stark bei verschiedenen py variiert. Diese 
Erscheinung wird durch einen von uns (Jystkowski) verfolgt, und wir 
gehen in dieser Arbeit nicht weiter aut diese Erscheinung ein. 

Im Gegensatz dazu ist der nephelometrische Wert der 0,125 ° igen 
Glykogenlésung vom py innerhalb der Grenze 3,0 bis 8,0 unabhangig. 

Wenn gleiche Volumina von | °,iger Albumin- und 0,25 °,,iger Glykogen- 
losung miteinander gemischt werden und nach 30, 90 Minuten und 22 Stunden 
Stehen bei Zimmertemperatur untersucht werden, dann sehen wir, dali 
der erhaltene nephelometrische Wert nicht der Summe der Triibungen der 
zwei Komponenten entspricht. Er ist bei allen untersuchten py kleiner, 
und bei einer groBen py-Skala ist die Differenz sehr groB und kann nicht 
durch einen methodischen Fehler erklirt werden. Bei py, die unterhalh 
des I. P. liegen, ist die Differenz minimal, bei py 3 nach 24 Stunden betragt 
sie 5,5 (wenn immer der nephelometrische Wert fiir 0,5°,ige Albumin- 
lésung als 100 angenommen wird), bei py 4 bis 7,0. 

Sie steigt steil bei py 5 auf 72, wo die Abweichung ihr Maximum 
erreicht. Bei py 6 ist die Differenz 30, bei py 7 41,5 und bei py 8 47,5. 
Somit ist die py-Kurve der Abweichung von der Summation nicht sym- 
metrisch, vielmehr besitzt sie bei py 6 ein Minimum. um bei py 7 und 8 
weiter zu steigen (Tabelle V). 

Die Abweichung ist teilweise auch von dem nephelometrischen Wert 
des Albumins abhangig. Wenn er sehr gering ist, z. B. bei py 3 oder 4, ist 
sie minimal. Nur bei py 6 sehen wir eine starke Ausnahme von diese! 
Regel. 

2. Gelatine + Glykogen. Auch 1°, ige Gelatinelésung gibt verschiedene 
nephelometrische Werte bei py-Anderung. Die Versuche wurden nach 
2- und 24stiindigem Stehen der Lésung bei 20° ausgefiihrt. Als Standard 
diente die 0,5°,ige Albuminlésung bei pq 7 = 100. GroBe Triibungs 
anderungen zwischen 2 und 24 Stunden wurden nur bei py 5 konstatiert. 
Die Triibung steigt von 138 (nach 2 Stunden) auf 500. Bei py 6 steigt 
sie von 74 auf 88. 
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Bei anderem py ist vielmehr eine minimale Klarung beobachtet word: 
(Pu 8. 4 und 83). 

Die N-Werte der Mischung Glykogen—Gelatine verhalten sich ahnilici 
wie diejenigen von Ovalbumin + Glykogen, d.h. die Mischung gibt vir 
kleinere Triibungen als die Summe der beiden Ausgangslésungen, di: 
durch Wasser auf denselben Prozentgehalt gebracht wurden (Tabelle V1 

Nach zweistiindigem Stehen der Mischung hat die Abweichungskury: 
ein Maximum bei py 5 und ein Minimum bei py 6. Nach 24stiindigen 
Gelatinieren des Glutins unterliegt die Kurve einer groBen Anderung, und 
zwar erhilt man eine Steigerung der Kléirung bei py 5, und die Kury 
nihert sich einer symmetrischen py-Kurve. Bei py 3 betragt die Abwei- 
chung 2, bei py 4 16, bei pq 5 128, bei py 6 24, bei py 7 22 und be 
Pu 20. 

Die nephelometrische Anderung wird, wie wir sehen, durch den Einfluts 
des Glykogens auf die Proteine hervorgerufen. 

Bestimmungen, bei denen anstatt Glykogen die veraschte Substanz 
zugesetzt wurde, zeigten, daB in diesem Falle die Substanz eine minimal 
Erhéhung der N-Werte sowohl der Gelatine wie des Albumins hervorrutt. 

Die erhaltenen Resultate kénnen somit nicht durch die Salze, die in 
der Glykogenlésung anwesend sind, erklart werden. 


Besprechungen. 

Wie schon in der Einleitung gesagt wurde, ist es schwer, die theore- 
tische Analyse der erhaltenen experimentellen Resultate durchzufiihren, 
deshalb beschranken wir uns in diesen Besprechungen nur auf die prak- 
tischen Schliisse, die die Bindung zwischen Polysacchariden und Eiweif- 
kérpern betreffen. 

1. Die polarimetrischen Bestimmungen zeigen, daB bei verschie- 
denen pu die Drehung der Mischung Dextrin + EiweiBstoffe nicht der 
arithmetischen Berechnung (+ [x], des Polysaccharids) + (—— [z],, 
des EiweiBes) entspricht. Diese Abweichung ist weit oberhalb der 
Fehlerquelle (0,02). Das Maximum liegt bei alkalischen px (— 8) und 
betragt 0,15. Aber auch etwas unterhalb des I. P. (pu 3,7 bis 3.9) 
sind groBe Abweichungen (0,06 bis 0,07) nachgewiesen worden. Es 
wird ein Minimum beim I. P. konstatiert. Bei Ovalbumin-Dextrin 
ist die Abweichung bei pu < I. P. nach links (bei px 2,98 bis 3,79 
ist sie 0,06), bei py >- 1. P. nach rechts (pu 7,00 bis 7,69 + 0,06 und 
0,09) verschoben. Bei weiterer Alkalisierung (pu 8,7) fallt sie auf 

0,03. 

Die Abweichung ist in beiden Fallen (Ovalbumin und Gelatine) 
in saurer Lésung durch eine Verstérkung der Linksdrehung, in_be- 
stimmten alkalischen Lésungen in der Rechtsdrehung, hervorgerufen. 
Es ist schwer, heute eine Erklarung dieser Erscheinung zu geben. 


Die Salze vermindern die Abweichung. Beieiner bestimmten Na, 8 O,- 
Konzentration erhalten wir bei allen pu eine vollstandige Annaherung 
der Ablesungen an die Summe der Kontrollen. Die Abweichung, dice 
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mit der Mischung Gelatine — Glykogen erhalten wurde, ist viel geringer. 
in diesem Falle haben wir bei pu 3.3 Zahlen, die der Fehlergrenze 
ntsprechen, bei px 8 ist aber die Abweichung vollkommen deutlich. 

2. Die nephelometrische Methodik, die fir Lésungen von Glykogen, 
Ovalbumin, Gelatine sowie Glykogen und Gelatine oder Glykogen und 
Ovalbumin angewandt wurde, zeigte zum ersten Male. daB die Triibung 
von Ovalbumin oder Gelatine stark vom py abhangt. wahrend die von 
Glykogen fast unabhangig ist. 

Die Triibung der Mischungen von EiweiB — Glyvkogen ist bei einer 
groBen pu-Skala geringer als die Summe der Triibungen von Eiweib 

Glvkogen getrennt analysiert. 

Die maximale Triibungsverminderung liegt beim I. P. des Eiweibes, 
wo die Triibung des Proteins am gréBten ist. 

In Prozenten berechnet ist die Triibungsverminderung fiir Ov- 
albumin-Glykogen bei pu 3 2,5, bei pu 4 3.5, bei po 5 20 bis 26. bei 
pu6 10, bei px 7 14 und bei py 8 16°,. Fiir Gelatine bei 24 Stunden 
Versuchsdauer und bei 20° haben wir bei py 3) 1,7, bei py 4 10, bei pu 5 
34, bei pu 6 14,2, bei pu 7 13.8 und bei pu 13°,. 

In beiden Fallen erreicht die Klarung der Svsteme ihr Maximum 
beim I. P. und ist bei pu, die oberhalb dieses Punktes liegen, gréBer als 
unterhalb. Der Enttriibungsgrad ist von der Anfangstriibung des 
KiweiBes abhangig. 

Die ausgefiihrten Kontrollen mit dem Veraschen des Glykogens 
und Dextrins zeigten, daB die Abweichung der polarimetrischen Werte 
wie der Nephelometrie nicht durch die mineralischen Bestandteile 
der angewandten Polysaccharide hervorgerufen wird. 

Wenn wir die durch verschiedene Methodik in unserem Institut 
erhaltene Bindung zwischen verschiedenen Polysacchariden und Eiweifs- 
kérpern zusammenstellen (Tabelle VII), sehen wir, dap alle angewandten 
Methoden qualitatir zu demselben Resultat fiihren und zwar, dap zwischen 
den Polysacchariden und Eiweifkérpern eine Bindung erfolgt, unabhangig 
davon, in welchem Zustande sich das Eiweif und dice Polysaccharid- 
komponente befindet. Der pu-Bindungsbercich ist groB. Er ist bei allen 
Methoden sowohl unterhalb wie oberhalb des I. P. des Proteins nach- 
gewresen. Auch bei biologischen pu 7,2 bis 7,4 wurde mit allen angewandten 
Methoden eine Bindung sowohl da, wo die eine oder die beiden Kom po- 
nenten im Solzustande waren, nachgewiesen.  Solche Bindung wurde 
zwischen Albuminen, Globulinen, Histonen oder Gelatine und Glykogen, 
Starkekomponenten, Dextrinen beobachtet. 

Die Salze iiben einen starken EinfluB auf solche Mischmicellen aus, 
die aus Ovalbumin oder Gelatine gebildet sind, und zwar verdndern 
sie stark die Bindung, sie wird in ihre Komponenten zerlegt. Wie 
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aber schon in den Arbeiten von Bartuszek! und von v. Przytecki un: 
Bialek® gezeigt wurde, wirken die Salze bei Systemen Globuline— Gy 
kogen ganz anders. Eine derartige Verbindung bleibt auch bei Salyz 
anwesenheit bestandig. 

Tabelle V1Ii. 





Zustand Zustand 


Angewandte Methodik _ des des Poly- Erhaltene Resultate 
Eiweifes saccharides 


1. Adsorption? 4° . Gel Sol Adsorption von Starke, Amylosi 
Amylopektin, Glykogen, Dextrin 
bei py 2 bis 8, und zwar mit einen 
Minimum beim I[. P. des Ovalb 
an QOvalbumin, Casein, Gelatine 
Globulin, 


2. Adsorption” . . Sol Gel Adsorption von Pepton und Fiweili 


an Amylopektin zwischen py 3 bis 9 


3. Aggregation’. .  Gallerte Sol Anderung der Aggregationszeit, dure! 
Fallzeit einer Kugel bestimmt, in 
System Gelatine-Stirke bei py 3 bis 9 


4. Polarimetrie . . Sol Sol In dieser Abhandlung erhalt. Resultate 
5. Nephelometrie . Sol Sol In dieser Abhandlung erhalt. Resultate 


Verbindungen zwischen Eiweif und Polysaccharid schlagen wi: 
vor, Polysaccharoproteide oder Polyosoproteide zu nennen. Ihre Klassi 
fikation wiirde von der EiweiB- und Polysaccharidart abhangen, und 
zwar hatten wir phosphorhaltige Polyosoproteide, wo die Polyosokompo- 
nente Amylopektin, Glykogen sind und phosphorfreie mit Amylose ( ? ), 
Dextrin. Was die EiweiBkomponente anbetrifft, hatten wir basische 
und neutrale Proteine. 

Quantitativ geben die verschiedenen durch uns angewandten 
Methoden verschiedene Resultate. Das ist aber ganz verstandlich 
Jede Methodik, auBer der Adsorptionstechnik, gibt uns einen Wert. 
der nur indirekt etwas iiber die Bindung aussagt. Sie ist aber direkt 
ein Zeichen der Anderung, welche durch eine oder beide Komponenten 
durch die erfolgte Bindung hervorgerufen wird. Z. B. im Falle der 
Nephelometrie ist der Grad der Abweichung von der berechneten 
Summe durch den Zustand, in dem sich das EiweiB befindet, abhangig 
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Da die gréBte Beeinflussung beim 1. P. erfolgt, so haben wir bei diesem py 
ein Maximum der Abweichung, das nicht dem Bindungsmaximum 
‘ntspricht. Deshalb zeigen Nephelometrie, Polarimetrie und Aggre- 
vationsinderung ganz andere px-Kurven. 

Die Polysaccharoproteide bilden keine einheitliche Gruppe. Die 
Bindungsart ist von pu, EiweiB und Polysaccharidart abhangig. Zwischen 
phosphorhaltigen Polysacchariden und EiweiBkorpern bei px unterhalb 
des I. P. kénnen heteropolare Krafte die Hauptrolle spielen. Welche 
Bindungsart bei phosphorfreien iberhaupt und bei P-haltigen oberhalb 
des I. P. des EiweiBes zustande kommt, ist noch nicht aufgeklart. 

Die polarimetrischen Untersuchungen zeigen, daB bei hoherem 
pu (9) die Bindung vermindert wird. Sie erfolgt auch bei py 3 und 4. 
Dies spricht gegen eine Verbindung nach dem Schema 

R, R. 
CO + NH,R, = R,C—=N—R, + H,0. 

Wenn wir aber die Ergebnisse der letzten Arbeiten von Haworth 
annehmen, daB Glykogen, Amylopektin, Amylose aus langen Glucose- 
ketten mit freien Aldosegruppen an beiden Enden gebaut sind, so 
miiBte eine solche Bindungsart a priori nicht ausgeschlossen sein, 

Der weitere Schritt in der Analyse der Polvsaccharoproteide wird also 
in der Erklarung der die beiden Komponenten bindenden Krifte liegen. 

Bei biologischen pu kénnen also aus dem Glykogen z. B. Polvy- 
saccharoproteide entstehen, wo das Glykogen heteropolar mit den 
basischen Proteinen und durch unbestimmte Krafte (Nebenvalenzen / 
mit neutralen EiweiBk6rpern in Bindung tritt. 

Auch die Konstitution der Polysaccharoproteide EF, . Py,, ist 
sehr verschieden. Wir konnten leider nur Grenzfille in dieser Richtung 
analysieren, und zwar die Systeme, wo die eine oder die andere Kom 
ponente im Gelzustand als Adsorptionsmittel anwesend war. — Bei 
Systemen Ovalbuminlésung-—Amylopektinsuspension! erhalten wit 
Verbindungen, wo auf eine P,-Micelle 1 bis 8 EiweiBteilechen nach der 
Gleichung FP, - FP, entfallen. 

Bei Systemen Ovalbumingel-- Glykogensol, wo kleine Glykogen- 
konzentrationen angewandt wurden, ist bei py 7 meistens eine Bindung 
von bimicelliren Komplexen nach der Formel FE —- Py, beobachtet 
worden®?. Bei gréBeren Glykogenkonzentrationen entstehen Ver- 
bindungen vom Typus FE (P,), bis FE (P9),. Ob Komplexe (£,, (/’),,) 
existenzfahig sind, ist unbekannt, wenn auch bei Komplexen von 
Gelatine-Polysaccharid nicht ausgeschlossen®. 

lv, Przytecki u. Dobrowolska, diese Zeitschr. 245, 388, 1932. 

2 v. Przytecki u. Grunberg, ebenda 248, 16. 1982. 

3 vy. Przylecki u. Targonska, ebenda 255, 406, 1932. 


Biochemische Zeitschrift Band 262. 18 





— 


Ddnad startuiteneoretetl 








Untersuchungen iiber die Bindung der Biokolloide. 


XX. Mitteilung: 
Eiweibkérper und Kristalloide. 


Von 
M. D. Grynberg. 
(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat Warschau. ) 


(Eingegangen am 26. April 1933.) 


Die Versuche iiber die Bindungsfahigkeit verschiedener Eiweil}- 
kérper mit organischen Anionen! haben gezeigt, daB diese Fahigkeit 
stark vom Verhaltnis COOH,/NH, des EiweiBes abhangt. 

Wir wollen diese Abhangigkeit weiter verfolgen, und zwar dieselbe 
bei den Bindungen zwischen verschiedenen EiweiBkérpern, Phosphor- 
saure, Guanidin, Kreatin und Kreatinin untersuchen. 


Methodik. 


Es wurden Adsorptionsversuche ausgefiihrt. 

1. Verwendet wurden die EiweiBkérper Ovalbumingel (1,5°,). das 
aus Albumen ovis Merck bereitet wurde, Gelatine von ,,Coignet Pére et 
Fils‘, Serumglobulin nach Hammarsten und Casein (léslich) von Merck. 

2. Als Phosphorséiure wurde KH,PO, (zu Enzymstudien nach Sérev 
sen) (lL cem enthielt 0,25 mg P,O;) gebraucht. Der P wurde nach Lohmann 
Jendrassik bestimmt. 


3. Guanidin als Carbonat von Merck, Kreatin und Kreatinin als freie 
Basen auch von Merck. Alle diese Substanzen wurden durch N-Analyse 


nach Parnas-Wagner oder kolorimetrisch bestimmt; das Kreatinin nach 


Folin, das Guanidin und Kreatin nach Weber?. Die letzte Methodik wurde 


etwas modifiziert. 

Zu einer Lésung, die etwa 0.25 mg Guanidin oder 6.5 mg Kreatin 
enthielt, wurden 5ccem des Weberschen Reagens zugesetzt und bis aut 
25cem verdiinnt. Nach 5 Minuten wurde die Bestimmung ausgefiihrt. 

Zu einer bestimmten EiweiBsuspensionsmenge wurden 40 ccm 
Phosphat oder Basenlésung zugesetzt, dann 3 Stunden geschiittelt. 
filtriert und die nicht gebundene Substanz bestimmt. 


1 St. J.v. Przytecki u. M.D. Grynberg, diese Zeitschr. 258, 389, 1933. 
2 Weber, J. of biol. Chem. 78, 1928. 
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Ergebnisse. 


Phosphatlésungen'. 


o 


1. Zu lg Casein wurden 40 cem einer 25 mg-°,igen, mit HCl oder 
NaOH auf ein bestimmtes py gebrachten Phosphatlésung zugesetzt. Das 
Filtrat wurde mit Trichloressigsiure enteiweiBt. 

So bereitete Caseinfiltrate enthielten viel P. Um Korrekturen zu 
vermeiden, wurden die Caseinsuspensionen dreima! mit Wasser 15 Minuten 
stark geschiittelt und filtriert. Derart gereinigtes Casein enthalt praktisch 
keinen léslichen P mehr. 

Die Versuche zeigten, da die Bindung Casein—Phosphorséure noch 
bei pu 4,3 erfolgt. Bei py 4,6 und 5,2 kommt es zu keiner Bindung mehr 
Tabelle I). 

2. Ahnliche Versuche wurden mit Globulin ausgefiihrt. Die Bindung 
erfolgt bis pq 4,8. Bei héheren py (von 5,8 an) wurde keine Bindung mehr 
nachgewiesen (Tabelle I). 

3. Die Versuche mit Gelatinegallerte und Ultrafiltration mit Gelatine- 
sol (40°) zeigten, daB das maximale pp, bei dem die Bindung erfolgt, bei 
pu 5,8 liegt (Tabelle 1). 


Tabelle I. 


Bindung von Phosphorsaureion. 





Gebundene Menge in ©» der Ausgangslisung auf 





Pu Casein Globulin Gelatine 

3,0 ~ 59,2 33.0 

3,6 40,4 -- 

4,0 3,3 46,0 

4,3 12.0 -- 

4.6 0 — 23.5 

4,8 _ 18,0 

5,2 0 _ 

5.8 —— 0 15 

7.0 0 0 -— 

7,3 7,3 
Guanidin. 


1. Zu 20cem Ovalbuminsuspension wurden 20 cem Guanidinlésung, 
um eine definitive Konzentration von 25mg-°, zu erhalten, zugesetzt. 
Die Resultate der Tabelle II zeigen, daB eine Bindung bei yy 4.7 und héher 
stattfindet. Je weiter vom I. P. des Ovalbumins, desto gréBer ist die Bindung. 

Die Salze vermindern stark die Bindung (Tabelle 111). Sowohl Na,SO, 
wie MgCl, in 0,02 mol. Lésungen setzen die Bindung von 15,2 auf 2°, bei 
Pu 4,7 und von 40 % auf 5°, bei py 7,3 herab. 

Die prozentuale Bindung ist in breiten Grenzen wenig von der an- 
gewandten Guanidinkonzentration abhangig. Die gebundene Menge in 
Milligramm steigt stark, je konzentrierter die Ausgangslésung ist. Bei 
einer 50 mg-°,igen Lésung werden bei py 7.3 15 mg, also 30°,, und bei 
einer 6,25 mg-°,igen Lésung 2,63 mg, also 42°... gebunden (Tabelle IV). 

1 Die Versuche mit Ovalbumingel wurden schon in der VII. Mitteilung 
besprochen (v. Przylecki u. Grynberg, diese Zeitschr. 251, 1932). 
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Bindung von Guanidin. 





Pu 


7,6 
8,0 


Tabelle III. 


mg 


0 


Ovalbumin 


Gebundene Menge in mg und in ° 


Casein 
mg jg 
a loti 
0 0 
0 0 
7,5 30 
10 40 
10 40 
8.0 32 
3,0 12 


Globulin 


mg 


10,0 


10,0 


o auf 


40 


Albumin von Salzanwesenheit. 


Gelatine 


ng 


o 
~ 
I 


or 
2 

a | 
ot 


5,75 





Tabele 


Angewanites 


Salzkonzen- 


tration in a 


Gebundene Menge 





ho 


92 


Abhangigkeit der Bindung zwischen Guanidin und 


I Rate 
I Salz Millimol Liter mg 0 
3,0 — —_ 0 
3,0 MgCl, 25 ™ 0 
3.0 Nag SOx 95 0 
4,7 — - 3,8 15,2 
4,7 MgCl, 20 0,5 2.0 
4,7 Nag SO,4 20 0,5 2,0 
7.3 ~ _— 10,0 49 
7,3 Mg Cl, 25 1,25 5.0 
7,3 Nag SO, 25 1,25 5,0 
IV. Abhangigkeit von Guanidinkonzentration und 
Ovalbuminsuspensionsmenge. 
Cienisin. Gebundene Menge 

PH konzentration ees ie Z ee 
io 50 15.0 30 
7,3 25 9.0 36 
7.3 12.5 5.0 40 
7,3 6,25 2.63 42 
3.0 50 0 0 
3,0 25 0 0 
3,0 12.5 0 0 
3,0 6.25 0 0 

Menge der 

Ovalbumin- 

Suspension 

eem 

7,3 5 4,75 19 
7,3 10 7.5 30 
7.3 20 9,5 38 
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Auch die VergréBerung der Menge der Ovalbuminsuspension erhoht 
e Menge und den Prozentgehalt des gebundenen Cruanidins (Tabelle TV). 
Die Reaktion erreicht ibr Gleichgewicht nach 2 bis 3 Stunden (Ta 
velle V). 
Tabelle V. 
\bhangigkeit vonder Schiitteldauer bei py 7.3 und bei 25 mg-° igen 
Guanidinkonzentration. 








Zeit Gebundene Menge 

Std. mg ° 

0,5 4.9 16 
1,0 5.75 23 
2.0 8,0 32 
3.0 G5 3S 
4,0 95 38 


Das Verdiinnen mit H,O ohne po-Anderung iibt fast keinen Einflul 
auf den Prozentgehalt des gebundenen Guanidins aus (Tabelle VI). 

Die py-Anderung ruft entweder ein Aufheben der Bindung (beim 
Ubergang von py 7.3 zu py 3) oder eine Bindung hervor (py 3 — 7,3) (Ta- 
belle VJ). 

Tabelle VI. 


EinfluB der Verdiinnung und py-Anderung. 





Gebundene 


Menge 
1 EiweibB + 40 cem 25 me-*/,ig. Guanidin: en 4Std., pu 7.3 
2 Std. geschiittelt . . . . 36 
2. Kiweih + 40 com 25 m¢-°') ig. Guanidin: gese hiitte Ir2 D) Std. sie 80 ce ‘m 
H,0, po7,3..... a LSS a ea a 34 
3. Eiweib + 20cem 50 mg-° pig. Guanidin; 2Std. eo + 80 cem 
H, 0, 2 Std. gese hattelt, Pu 7,3. ‘ 40 
4 Kiweib + 40 cem 25 mg-°, ig. Gu: anidin; Pui 7,3, 4 Std. ge ese chiitte It 
+ HCl (0,4 ccm N), py 3,3, 2 Std. geschiittelt 2. 2... 2... 0) 
5 Eiweib + 40 cem 25 mg-°/,ig. Guanidin; py 3,8 + NaOH, um 
Py 7,3 zu erhalten 2Std. geschittelt 2... 2... 2... 34 
2. 0.5¢ Globulin + 40 cem 25 mg-°,ig. Guanidin. Das Filtrat wurde 


nach dreistiindigem Schiitteln mit Trichloressigsiure von Eiweibresten 
befreit. In dem entstandenen neuen Filtrat wurde der N bestimmt. Die 
Ausfillung tibt keinen EinfluB auf das Guanidin aus. Die Bindung erfolxt 
bei py 4.7 und héherem py (Tabelle I!). 

3. 1 g gereinigtes Casein + 40 cem 25 mg-°,ig. Guanidin. Die Bindung 
fangt von py 4,6 an. Hier beobachteten wir eine neue Erscheinung, niimlich 
daB bei py 5,2 bis 5,8 ein Maximum der Bindung existiert. 

Bei py 7.6 werden nur 12°,, gebunden. Diese Erscheinung ist meisten- 
teils durch das Lésen des Caseins hervorgeruten (Tabelle I). 

4. 20cem 10°, ige Gelatinegallerte, die auf dem Boden des Erlenmeyer 
Kolbens hergestellt wurde, + 20 cem 25°, ige Guanidinlésung. Die Systeme 
wurden 2 Stunden geschiittelt. 








OY Ne PPB ae 


antag 


Be nate na aN NN PSS 


276 M. D. Grynberg: 


Die Bindung (nicht die einfache Diffusion) erfolgt von py 4,0 bis 4.4 


(Tabelle II). Auch bei Globulin und Casein rufen die Salze ein totales Au! 
heben der Bindung hervor (Tabelle VII). 


Tabelle VII. 


EinfluB der Salze auf die Bindung Guanidin—Globulin. 





Konzentration Gebundene Menge 
PH —_— Millimol/Liter fg 
3,0 — — 0 
3,0 Nay SO, 20 0 
3,0 Mg Cl, 20 0 
7,3 — _ 40 
7,3 Na, SO, 20 2,0 
7,3 MgCl, 20 0 


Kreatin., 
Diesbeziigliche Versuche wurden ganz ahnlich wie diejenigen mit 
CGuanidin ausgetiihrt (Tabelle VIII). 
Tabelle VIII. 


Kreatin—Ovalbumin. 





Gebundene Menge 


Pu ee n _— i eRe a balance 
5 0 

3,0 20 6,4 32 

4,7 10 2,0 20 

4,7 20 6,4 32 

4,7 40 13,6 34 

5,8 20 6,65 33,2 

7,3 10 2.0 20 

7,3 20 6,2 31 

7,3 40 12,4 31 

20 cem Ovalbuminsuspension + 20cem 40 mg-°,ig. Kreatin. Nach 


dreistiindigem Schiitteln wurden die Systeme filtriert und im Filtrat das 
Kreatin bestimmt. Die gebundene Kreatinmenge ist vom py unabhangiy 
und ziemlich groB, 32 bis 34°,. 

Eine Abhangigkeit von der Kreatinkonzentration wurde nachgewiesen 
So werden bei einer 10 mg-°,igen Lésung 20°,, bei 20 und 40 mg-°, igen 
Lésungen 31 bis 34°, gebunden (Tabelle VIII). 

Bei niedrigen Kreatinkonzentrationen wird nicht nur die gebunden 
Menge in Milligramm, sondern auch die gebundene prozentuale Meng: 
kleiner als bei héheren. 


Dies betrifft kleine Konzentrationen, bei gréBeren als 20 mg-°,ige! 
ist die prozentual gebundene Menge von der Konzentration unabhangiy 
Bei Salzanwesenheit (MgCl, und Na,SO,) in Konzentrationen von 20 Milli- 
mol pro Liter erfolgt keine Bindung mehr. 
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Kreatinin. 

Diesbeziigliche Versuche stimmen mit denjenigen iiberein, die mit 
Kreatin erhalten wurden. Auch hier wurde keine gréBere Beeinflussung 
ler Bindung durch py-Anderung beobachtet, obwohl beim I. P. die Bindung 
am gr6Bten ist (Tabelle LX). 

Tabelle IX. 


Kreatinin—Ovalbumin. 





: 2 Gel ne Menge 
Kreatininkonzen- — ze vundene Menge 


PH tration i one 99 
3.0 20 5.4 27 
47 10 2,1 21 
4,7 20 5.6 ” 
47 40 10,8 27 
5.8 20 5,0 25 
7,3 10 1,8 a 
7,3 20 5.0 = 
7,8 40 10.0 % 


Bei sehr kleinen Kreatininkonzentrationen ist die prozentuale Bindung 
etwas kleiner als bei héheren. Von einer 20 mg-°,igen Lésung an ist die 
prozentuale Bindung von der Konzentration unabhangig. 

Auch hier erfolgt bei Salzanwesenheit keine Bindung mehr. 


Besprechungen. 


Die vier untersuchten Kérper, von denen der eine als Saure 
(Phosphorsaiureion), der andere als Base fungiert (Guanidin), die zwei 
letzten, obwohl Basen, doch auch amphoteren Charakter haben (Kreatin 
und Kreatinin), verhalten sich den Proteinen gegeniiber sehr verschieden. 

1. Die Phosphorsaiure bindet sich mit dem Eiwei, ausgenommen 
Gelatine, nur in py-Bereichen die unterhalb des I. P. des Proteins 
liegen (Tabelle X). 

Tabelle X. 





Ovalbumin Casein Gelatine Globulin 


fae a oe 4.6 4.7 — 6,4 4.8 — 5.0 4,8 —55 
Hochstes py, bei dem die 

Bindung der Phosphor- 

saure erfolgt .... . 4,7 
Niedrigstes py, bei dem die 


Bindung mit Guanidin 
MS we me Se 4,7 4.6 4,7 4,7 


4.3 5,8 — 7,0 > 4,8 
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2. Das Guanidin bindet sich mit dem EiweiB oberhalb und in 
I. P. bei Ovalbumin und bei Gelatine. Bei Casein und Globulin auch 
etwas unterhalb des I. P. 

Diese Tatsachen stehen in Ubereinstimmung mit der Annahm: 
von von Przylecki!, daB die Bindung, besonders in der Nahe des L. P., 
von dem Verhaltnis der COOH- und NH,-Gruppen zueinander al 
hangt. 

Wenn wir so den Quotienten H OH fiir die verschiedenen Protein: 
mit den erhaltenen Resultaten zusammenstellen, so sehen wir, dal} 
das Ovalbumin mit dem Quotienten 1: 1,2 sowohl die Basen als auch 
die Saéuren bis zum I. P. binden kann. 

Die Gelatine, die einen Quotienten 1,72: 1 besitzt, bindet Sauren 
noch weit oberhalb ihres I. P. (Phosphorséiure, Nucleinsiure bis 5,8 
bis 7,0). Die Bindung der Basen erfolgt etwas oberhalb des I. P., und 
unterhalb desselben kommt sie fast nicht zustande. 

Das Casein, das einen Quotienten 1:2 hat, bei dem also doppelt 
so viele Anionen- als Kationengruppen potentiell anwesend sind, und 
dessen I, P. bei etwa py 6,0 liegt, bindet Anionen nur weit unterhalb 
seines I. P. (z. B. Phosphorsiiureion bis py 4,3) und Basen unterhalb 
seines I. P. von pu 4,6 an. 

Globulin, das einen Quotienten 1,13: 1 besitzt, und dessen I. P. 
bei etwa pu 5,5 liegt, bindet sich mit Anionen bis py 4,8, also unterhalb 
des I. P. Die Kationen hingegen binden sich von py 4,7 an, also noch 
etwas unterhalb des I. P. 

Die Analyse ist leider durch die Unbestimmtheit des I. P. der 
isolabilen Proteine wie Casein und Globulin. sowie teilweise der Gelatine. 
schwer streng durchzufiihren. Besonders betrifft dies das Globulin 
und Casein, da der I. P. nach verschiedenen Autoren beim Globulin 
zwischen py 4,8 und 5,5 und beim Casein zwischen py 4,6 und 6,4 liegt. 

Jedenfalls ist, wie schon von Przyflecki (1. c.) hervorhob, die Bindungs- 
fihigkeit auBer vom Quotienten COOH NH, auch von ihrer gegen- 
seitigen Anlagerung und ihrer Dissoziation abhangig (Globulin). 

3. Substanzen, die wie Kreatin und Kreatinin (besonders das 
erstere) amphoteren Charakter haben, binden sich mit dem Eiweil 
innerhalb eines weiten py-Bereiches von 3,0 bis 7,3, also sowohl beim 
I. P. wie ober- und unterhalb desselben. 

Diese Kérper, die in sauren Lésungen als Basen fungieren, miissen 
jedoch die Eigenschaft, mit dem Ovalbumin in Bindung zu treten, 
besitzen. Diese Erscheinung ware schwer durch eine salzartige Ver- 


' St. J. von Przytecki, diese Zeitschr. 255, 393, 1932. 
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indung zu erklaien. Wir haben es hier vielmehr mit einer Erscheinung, 
lic bei der Bindung zwischen EiweiBgel und Nucleosiden beobachtet 
vurde, zu tun. 

In pu-Bereichen, die héher als der 1. P. des Proteins liegen, kénnte 
cine heteropolare Bindung zwischen den COO-Gruppen des Eiweibes 
ind den basischen Gruppen des Kreatins oder Kreatinins ertolgen. 
\Veitere Versuche, und zwar mit Eiweibsol, kénnten dies erklaren. 

Bei allen py-Bereichen vermindern die Salze die Bindungsfihigkeit 
zwischen EiweiB und Kreatin oder Kreatinin. Ob andere Eiweibkorper 
besonders Globuline) sich anders verhalten werden, bleibt nachzuweisen. 
Jedenfalls sehen wir schon hier, daB bei biologischem py und Salz- 


anwesenheit keine Bindung zwischen Ovalbumin und Kreatin oder 


Kreatinin zustande kommen kann. 
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Studien iiber die Siurebildung durch Fadenpilze. 


Von 


R. Falek, W. Schoeller und 8S. Michael. 


(Aus dem Mykologischen Institut der Forstlichen Hochschule Hann.-Miinden 


und dem Hauptlaboratorium der Schering-Kahlbaum A.-G., Berlin.) 


(Eingegangen am 15. April 1933.) 


1. Die Sdurebildung aus verschiedenen Kohlenhydraten. 

Das wichtigste Nahrsubstrat fiir die Fadenpilze, zugleich dasjenige, 
welches in der Natur die gréBte Rolle spielt, sind die Kohlenhydrate. 

Die Schimmelpilze gedeihen nur auf den niederen und leicht hydro 
lysierbaren Kohlenhydraten, wahrend die sogenannten Holzzerstérer auch 
schwer angreifbare, wie z. B. Cellulose, zu verwenden vermdégen. Dir 
meisten bisherigen Untersuchungen auf diesem Gebiet (Literaturiibersichit 
siehe bei Bernhauer, ,,Die oxydativen Garungen"™, Berlin 1932) beschaftigten 
sich im wesentlichen mit der Saéurebildung durch Schimmelpilze.  Meist 
wurden dabei niedere Kohlenhydrate als Néahrsubstrat gewahlt. Der 
meist iiblichen Methode der Kultur in oder auf Fliissigkeiten wurde schon 
vor einiger Zeit (Falck und v. Beyma') die Kultur auf festem Nahrboder 
gegeniibergestellt, und die Vorteile dieses Verfahrens erlautert. 

Bei der weiteren Bearbeitung dieses Gebietes wurden einige Beob- 
achtungen gemacht, die notwendigerweise bei der Anwendung anderer 
Methoden der Aufmerksamkeit entgehen muBten und die wert er- 
scheinen, mitgeteilt zu werden. 

Fiir die Unterschiede qualitativer und quantitativer Art in der 
Saurebildung durch Aspergillus niger wurden bisher folgende Um- 
stinde verantwortlich gemacht: 

1. Die Natur der Pilzstimme. Wehmer® unterschied bei morpho- 
logisch nicht unterscheidbaren Stémmen nach der Art der produzierten 
Sauren Gluconséure-, Citronensiure- und Oxalsiurebildner. Die ver- 


1 B. 57, 915, 1924. 
2 B. 57, 1659, 1924. 
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schiedenen Stimme sollten auf gleichen zuckerhaltigen Nahrlésungen 
n der Hauptsache die Sauren bilden, nach denen sie genannt waren. 
Die Grenzen zwischen den verschiedenen Arten sind nicht scharf zu 
ziehen, da je nach den Versuchsbedingungen die Saurebildung variiert. 

2. Neben der Menge des zugefiigten Stickstoffs und der Form, in 
welcher er gegeben wurde, ist als wesentlicher Unterschied die Reaktion 
des Nahrsubstrats angesehen worden. Bernhauer! zeigte, daB durch 
gute Citronensaurebildner in saurer (oder nur von Zeit zu Zeit durch 
Kreidezugabe neutralisierter) Lésung vorwiegend Citronensaure ge- 
bildet wird, daB dagegen in alkalischem Medium, welches nach Neutrali- 
sation mit Kreide durch Zugabe von Alkalibicarbonat oder dem physio- 
logisch alkalischen Kaliumnitrat geschaffen wird, die Citronensiure- 
bildung stark zuriickgeht und dafiir Gluconsiure als Hauptprodukt 
erscheint. 

Diesen beiden Faktoren ist nun ein dritter, die Art und GréBe der 
Saurebildung beeinflussender Faktor hinzuzufiigen, den wir die 
Zustandsform*: des Kohlenhydrats nennen méchten. Es ist darunter 
die MolekiilgréBe (Mono-, Di- oder Polysaccharid) zu verstehen, ferner 
verschiedener Molekiilbau (Unterschied der freien Glucose von Rohr- 
zucker und Fructose, h-Form der Fructose, bei den Oligosacchariden ; 
Unterschied im Bau der Cellulose und Starke). Durch diese Verschieden- 
heiten sind die Kohlenhydrate verschieden leicht angreifbar fiir die 
Pilze, und es besteht bei der Vergarung eine je nach der Natur des 
Kohlenhydrats verschiedene ,,Durchgangskonzentration™, d.h. die Kon- 
zentration des in jedem Moment fiir den Pilz zur Verfiigung stehenden, 
hvdrolysierten, oxydierbaren Zuckers. Diese Durchgangskonzentration 
ist offenbar bei den Oligosacchariden am gréBten. Auch bei im Gange 
befindlicher Garung ist stets ein UberschuB von direkt vergirbarem 
Zucker vorhanden. Die Durchgangskonzentration ist dagegen kleiner 
hei Stoffen wie der Starke, wo im GarprozeB die Starke zum Mono- 
oder Disaccharid abgebaut wird und sogleich der weiteren Umsetzung 
in Saure verfallt, so daB kein CherschuB direkt vergirbaren Zuckers 
vorhanden ist. Bei Cellulose endlich, die nur von einer besonderen 
Klasse von Fadenpilzen angegriffen wird, ist zweifellos die Durchgangs- 
konzentration am kleinsten. 

Es ist einzusehen, daB der oxydative Abbau des Zuckers um so 
weitgehender sein wird, je niedriger die Durchgangskonzentration ist. 
Denn bei viel jeweils vergirbarem Material fiihrt eine gegebene Oxy- 
dationswirkung nur bis zu Zwischenprodukten: je weniger vergirbares 
Material vorhanden ist, desto weiter verlauft dieselbe Oxydations- 
wirkung bis zum Endprodukt. In derselben Richtung deuten schon 


1 Diese Zeitschr. 172, 324. 1926. 
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die Beobachtungen von Falck und Kapur', daB fiir die Ansammluny 
von Gluconsiure hohe Zuckerkonzentration bei niedriger Gartemperati) 
vorteilhaft sind, ebenso die Erfahrungen Bernhauers, daB die Citronen 
siuregérung mittlere Zuckerkonzentrationen erfordert. 

Der Vergleich der Vergérung von niederen Kohlenhydraten uni 
Polysacchariden durch Fadenpilze hat nun ergeben, daB, wie oft fest 
gestellt, auf Mono- und Disacchariden, je nach den sonstigen Versuchs 
bedingungen, von den wichtigsten Sauren alle drei: Gluconsaiur 
Citronensiure und Oxalsiure, gebildet werden. Auf Starke dagegen 
wird durch Aspergillus niger keine Gluconsiure, nur Citronensaur 
und Oxalsiure gebildet. Auf Cellulose endlich ist bisher als Abbau- 
produkt durch die Holzzerstérer Coniophora cerebella und Polyporus 
vaporarius nur Oxalsiure gefunden worden. 

Je schwerer angreifbar das Substrat, je niedriger somit die Durchgangs- 
konzentration, desto weiter schreitet der Abbau fort. 

Weiter lieB sich zeigen, daB es sich tatsaichlich hierbei um_ ver- 
schiedene Abbauprozesse handelt, die deutlich voneinander getrennt 
sind und unter bestimmten Umstinden nebeneinander verlaufen. 

Ein Stamm von Aspergillus niger (Nr. 116 unserer Sammlung) 
bildete auf Glucose und Rohrzucker sowohl in nicht neutralisierter 
Lésung als auch auf durch Kreide neutralisiertem Substrat (L6ésung 
und fester Nahrboden) fast ausschlieBlich Gluconsiure und nur in ganz 
geringem Mabe Citronensiure und Oxalsiure: der Stamm wire also 
im Sinne Wehmers als Gluconséurebildner anzusprechen. —Derselbe 
Stamm bildete auf Starke (in Form von Mehl, das mit Kreide und Hefe- 
zusatz zu Brot verbacken war) in erheblichem Mabe Citronensaure 
und Oxalsiiure, dagegen keine Spur von Gluconsaiure. Bei diesen 
Versuchen wurde das Brot vor der Beimpfung mit Wasser getrankt, 
um die fiir den Pilz nétige Feuchtigkeit zu erzielen. Als nun das Brot 
statt mit Wasser mit einer 10°,igen wasserigen Glucoselésung getrankt 
wurde, wurde bei der Aufarbeitung genau die der Glucose entsprechende 
Menge Gluconsaure gefunden, daneben etwa dieselben Mengen Citronen 
siure und Oxalsiure wie in den Versuchen ohne Glucose. D. h. aber 
nichts anderes, als daB der Pilz nebeneinander die Glucose in Glucon- 
siure, die Starke in Citronenséure und Oxalsiure verwandelt hat. 
Es verlaufen hier also unzweifelhaft in ein und derselben Kultur zwei 
Oxydationsprozesse getrennt nebeneinander. 

Ob diese verschiedenen Prozesse nur durch die verschiedene Durch- 
gangskonzentration, nicht aber auch durch die verschiedene Zustands- 
form des Zuckers (Ringisomerie und dergleichen) bedingt sind, 1abt 
sich vorerst nicht entscheiden (vgl. D. R.-P. Nr. 541545). 


1 B. 57, 920, 1924. 
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Versuchsteil. 
A. i rsuche mit Oligosaccharide n. 


|. Nicht neutralisiertes Medium. 


Kultur auf iiblicher Nahrlédsung von 15°,, Rohrzucker mit 0.15°,, 
\mmonnitrat und je 0,015°, Kaliumbiphosphat und MgSO,. Teils wurden 
liese L6sungen als solche verwendet, je lOO cem in 300-cem-Erlenme yer- 
kolben, teils wurde die LOsung in soviel gegliihtem Kieseleur aufgezoven. 
daB eine Masse von schlammartiger Konsistenz entstand. Diese Masse 
wurde ebenfalls auf den Boden eines 300-cem-Erlenme yer-Wolbens gebracht. 
Die Nahrb6den wurden sterilisiert, mit Sporenaufschwemmung der be- 
treffenden Pilze geimpft und 24 Tage bei 25° kultiviert. 


Tabelle I. 





‘ Citronensaure Gluconsiure 
Nr. Pilzstamm Verfestigungsmittel 
1 Aspergillus niger 116 ~ 0,35 2.3 1.7 11.3 
2 . . = 0.6 4.0 
3 ie — Kieselgur gegliht 1.5 10.0 = - 


Die Sauren wurden, wie tiblich, als Ca-Salze auf Grund ihrer Léslichkeit 
getrennt, isoliert und durch Ca-Gehalt, Farbreaktionen usw. identifiziert. 
Oxalsiiure war nicht vorhanden. 

Der Pilzstamm Nr. 116 unserer Sammlung ist als ..Gluconsdédurebildner™ 
anzusehen, da er schon im sauren Medium vorwiegend Gluconsdiure neben 
wenig Citronensaure bildet. Der Stamm H ist ein noch nicht hochgeztichtecter 
Citronensaurebildner. 


2. Mit Kreide neutralisiertes Medium. 


Kultur auf 20°,iger Lésung von Glucose oder Rohrzucker. (Als 
Glucose wurde fast durchweg ein technischer Traubenzucker verwendet, 
der 65° ig war. Nur in den besonders angegebenen Fallen wurde reine 
Traubenzucker angewandt. Dies ist bei Betrachtung der Ausbeuten zu 


beriicksichtigen.) Als Stickstoffquelle wurde 0.15°, Ammonnitrat ode: 
04°, Kaliumnitrat oder 0.4°, Ammonsulfat verwendet: die tibrigen 
Niahrsalze wie oben. Auf je l00cem wurden Sg Kreide zugesetzt. Als 
Verfestigungsmittel dienten: gegliihter Kieselgur (wie oben). Silicagel 
(ebenso angewandt), Agaragar in Zusatz von 1.5°,,, und Saégemehl. Letzteres 
wurde mit der Kreide gut verriihrt. dann soviel Lésung zugegeben. dals 
gerade noch alle Fliissigkeit aufgezogen wurde, nichts mehr abtroptte. 
Je 100cem Lésung bzw. die daraus bereitete Masse wurden auf den Boden 
eines 300-cem-Erlenmeyers gebracht, sterilisiert und mit Sporenautschwem- 
mung der betreffenden Pilzstamme geimpft 

Kultur 14 Tage bei 25°. In allen Fallen waren dann krittige Pilzdecken 
mit starker Besporung entwickelt. Bei den Kulturen auf Saégemehl ist das 
Pilzmycel vollig durch die Masse durchgedrungen. 

Die Kulturen wurden am Ende des Versuchs mit Wasser heif extrahiert 
und die wiisserige Lé6sung auf gluconsaures Calcium aufgearbeitet ; dann 
wurde mit starker Salzsiure heiB extrahiert, die salzsaure Lésung mit 
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VH, alkalisch gemacht und die ausgefallenen Ca-Salze abfiltriert. Die 
frennung von Citronenséure und Oxalsaéure geschah nach Butkewitsch 
mit verdiinnter Salzséiure. Isolierung und Identifizierung wie oben. 

Die Tabelle Il zeigt, daB im neutralisierten Medium durchweg als 
Hauptprodukt Gluconsaure auftritt. Daneben werden meist noch geringere 
Mengen Citronenséure und Oxalséure gebildet. Nur der Stamm Nr. 116 
hildet unter diesen Bedingungen ausschlieBlich Gluconséure. 


B. Versuche mit Starke. 
1. Verbacken der Starke zu Brot. 

Je 20g Mehl verschiedener Sorten und andere starkehaltige Produkte 
wurden mit 10g Kreide gut verriihrt und mit 1 g Hefe bzw. 0,4 g¢ Back- 
pulver und etwa 15cem Wasser zu einem Teig angeriihrt, 1 Stunde in der 
Warme gehenlassen und bei 110° gebacken. Das Brot wurde zerkleinert, 
mit Wasser angefeuchtet, sterilisiert und mit Sporenaufschwemmung des 


Stammes Aspergillus niger 116 beimpft. Kultur 20 Tage bei 25°. 


2. Zubereitung der Starke ohne Backen. 

Je 20 ¢ der Starkeprodukte wurden mit 10g Kreide gut verriihrt und 
mit soviel einer Nahrsalzlésung (0,15°, Ammonnitrat und je 0,015°, 
Kaliumbiphosphat und MgSO,) angeriihrt, daB die Masse gerade ,,granu- 
liert*’ war (etwa von der Beschaffenheit von gekérntem Chlorealcium). 
Dann wurde sterilisiert und mit Sporenaufschwemmung von Aspergillus 


niger 116 geimpft. Kultur 20 Tage bei 25°. 


Tabelle III. 





Citronen- Glucon- 


Oxalsdure 


Nr. Starkeart Zubereitungsart siiure siure 
0 0 0 
0 0 0 
1 Weizenmehl Ia Brot mit Hefe 23,2 32 
2 Kartoffelmehl — ‘ 17 34 — 
i Weizenmehl » »  Baeckpulver 21,2 34 
4 Kartoffelmehl Granuliert 10 22.5 - 
5 Maismehl ‘ 12,5 30 — 


Die Kulturen wurden am Ende des Versuchs mit Wasser heiB extrahiert. 
In diesen Extrakten wurde niemals gluconsaures Calcium gefunden. Dann 
wurde mit starker Salzsiure heiB extrahiert, die sauren Extrakte mit NH, 
alkalisch gemacht und stark eingedampft, die unléslichen Calciumsalze 
heiB abfiltriert. Die Trennung der Citronenséiure und Oxalsiéiure geschah 
wieder nach Butkewitsch. Durch den gleichen Pilzstamm, der auf Glucose 
und Rohrzucker Gluconséure bildet, werden auf Starke unter den ver- 
schiedenen Versuchsbedingungen nur maBige Mengen Citronenséiure, etwas 
gréBere Mengen Oxalsiure, aber nie Gluconsaure gebildet. 


C. Versuche mit Stdrke und Oligosacchariden. 

Ein Teil der verschiedenen starkehaltigen Produkte wurde ebenso, 
wie unter B. beschrieben, je 20 g mit 17 g Kreide zu Brot verbacken, dann 
das Brot zerkleinert und mit einer 15°,igen Glucoselésung (mit Nahr- 
salzen) angefeuchtet. 








‘unter normalen Bedingungen unter Verbrauch von Sauerstoff un 
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Ein zweiter Teil wurde schon unter Zusatz derselben Glucosenal:: 
losung verbacken und dann das Brot zerkleinert. 

Ein dritter Teil wurde trocken mit Kreide verriihrt. dann durch A, 
rihren mit einer 20°,igen Glucosenahrlésung ..granuliert*. 

Nach dem Sterilisieren wurden alle Kulturen mit Sporenaufschwemmus. 


von Aspergillus niger 116 geimpft. Kultur 20 Tage bei 25°. 


Tabelle IV. 





Zu- , Citronen- Ovxal- Gluconsiiure 
Nr. Stirkeart a Zuckerlisung — prem 
art ecm %"lo Vo */o* é. Th.* 
1 Weizenmehl ; Nach dem Backen 
= 5} 40 com 15.5 11,5 93 84.5 
2 Kartoffelstarke j= i Nach dem Backen 
2S 40 cem 8 20 75 69 
3 Weizenmehl = x Vor dem Backen 
20 eem 11.5 32 77 70 
4 Kartoffelstarke = Vor dem Backen 
5 20 ecem 3.5 31 95 87 
5 s — Vor dem Backen 
q 30 cem 3.5 12 108 99 
6 Tapiokamehl = Vor dem Backen 
35 ecm 13 18 107 98.5 








* Die Werte von Citronensiiure und Oxalsiure auf angewandte Starke, die Werte \ 
Gluconsiure auf angewandten Zucker bezogen. 

Die Autarbeitung geschah ebenso wie unter B. beschrieben. 

In allen Fallen ist der Zucker gréBtenteils, in einigen Fallen quantitatiy 
in Gluconsiure verwandelt. Daneben ist die Starke in aéhnlichem Ve 
hiltnis wie ohne Zuckerzusatz in Citronensaéure und Oxalsaéure umgewandel! 


2. Der Gasstoffwechsel bei der Sdurebildung durch Aspergillus niger. 

Als typische aerobe Prozesse verlaufen die oxydativen Garunge' 
Produktion von Kohlensiure. Aus der Untersuchung der Mengen- 
verhaltnisse dieses Gasstoffwechsels sowie der Bestimmung, in welchen 
Kinzelprozessen der Umsatz erfolgt, lassen sich wertvolle Schliis»: 
auf die Natur dieser Vorgiinge ziehen. 

Beim Idealfall oxydativen Abbaues, der vélligen Verbrennung, etwa 
eines einfachen Kohlenhydrats nach: CgH,,.0, ~— 6 0, = 6C0,+ 6H,0 
ist der respiratorische Quotient (RQ.) CO,O,—=1. Den 6 Mol x 
bundenen Sauerstoff stehen 6 Mol entwickelte CO, gegeniiber. 

Wenn statt vélliger Verbrennung der Abbau, wie es bei den Pilz- 
girungen der Fall ist, bei organischen Sauren stehen bleibt, kann sic! 
dies Verhaltnis verschieben. 


Fiir die Gluconsaurebildung z. B., die als rein oxydativer Vorgany 
erkannt ist, ist die Idealgleichung: 2 CgH,,0g + O, = 2 CgHy.O,;. Es 











— 


oO} 


al 


ist 


de 








Cliath! 


eh At 


Hidithhiy 


$4.5 


69 


99 


98.5 


erte \ 


titativ. 
m Ver 


andelt 


Niger. 

runge! 
ff und 
engen- 
relchen 


chliiss: 


yx, etwa 
6 H,O 
fol ge- 


n Pilz- 
in sicl 


organg 


p. Es 








Saurebildung durch Fadenpilze. 287 
stande also in diesem Falle einer Bindung von Sauerstoff keine CO,- 
Kntwicklung gegeniiber. 

Betrachtet man die Citronensiurebildung ebenfalls als rein oxy- 
dativen ProzeB nach 2 CgH,,O, ~ 3 O, = 2C,H,O, + 2 H,O, so trate 
cleichfalls eine Bindung von Sauerstoff ohne CQO,-Entwicklung ein. 

Bei einer angenommenen Bildung der Citronensdiure nach primérer 
alkoholischer Garung (als Beispiel anaeroben Zerfalls) und = darauf- 
folgender Oxydation (Bernhauer), so laBt sich als Idealgleichung formu- 


lieren: 
2 a) CgHyO. = 2C,H,OH + 2CO,, 


b) 3C,H,OH + 9/20, — C,H,O, + 5 H,O, 
und der véllige Vorgang laBt sich beschreiben nach 
3 CgH,»O, + 90, = 2C,H,O, + 6C0, + 10 H,0. 


Der RQ. ist co, 6 


Og 9g 

Nach diesem Schema ist zwar eine CO,-Entwicklung gegeben, aber der 
RQ. bleibt kleiner als 1. 

Nach dieser Zusammenstellung muB also bei starker Saurebildung 
im sauren Medium auf alle Falle der RQ. einen Wert kleiner als 1 be- 
sitzen. In einem durch Carbonat neutral gehaltenen Garproze} mul 
dagegen der RQ. stets 1 sein. 

Fir die Gluconsaurebildung gilt: 

2 C,H,,0, + 0, + CaCO, = (CyHy,O,).Ca + CO, + H,O 
CO, 


1. 
O; 


Ebenso fiir die Citronensiurebildung sowohl unter der Annahme rein 
oxydativen Prozesses : 
2 C,Hp»O, + 8 O, + 3 CaCO, = (CgH;O,)2Ca, + 3 CO, + 3 H,O 
als auch bei Annahme intermediarer Alkoholbildung: 
3Cg Hy. 0g +9 O04 + 38BCaC Og — (Cg Hg O-7)y. Cag + 9 Og + 13 HO 
COs 


: 1 
Og 


ist. 

Beim Arbeiten im sauren Medium lassen sich also aus der GrébBe 
des RQ. Schliisse auf die chemischen Vorginge ziehen: beim Arbeiten 
in neutralisiertem Medium, wo der RQ. konstant ist (eine Ausnahme 
s. unten!) im allgemeinen nicht. Dagegen bietet in letzterem Falle der 
Vergleich der gesamten CO,-Produktion mit derjenigen CO,-Menge, 
welche aus der Zersetzung von Carbonat durch organische Sauren 
stammt, die Moéglichkeit, weiteren Einblick in den Chemismus zu 
erhalten. 


Biochemische Zeitschrift Band 262 19 
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Im Idealfalle, d.h. wenn das Kohlenhydrat, soweit tiberhauy, 
angegriffen, quantitativ in organische Sauren tberfiihrt wiirde und 
daneben keine anderen Prozesse liefen, miiBte alle CO, aus zersetzten 
Carbonat stammen. Die Menge der in praxi nicht aus Carbonat g: 


bildeten, also aus anderer Quelle stammenden CQ, ist ein Mabsta!, 


dafiir, inwieweit die Saurebildungen einheitliche Prozesse darstellen 
eventuell sogar dafiir, ob den aeroben Prozessen anaerobe vorher- ode: 


gleichlaufen. 


Als Vorstudie zu umfangreicheren Arbeiten auf diesem Gebiet. di: 
wir uns vorbehalten, wurde der Gasstoffwechsel bei der Saéurebildung von 
Aspergillus niger auf Starke in der von W. Schoeller, M. Gehreke uni 
S. Michael! beschriebenen Apparatur untersucht. 

Bei der Saéurebildung aus Starke handelt es sich nicht um einen einheit 


lichen ProzeB; es wird nicht alles organische Material in Séuren iiberfiihrt, 


und es werden mehrere Saéuren, vorwiegend Citronensaure und Oxalsaure., 
nebeneinander gebildet (vgl. I, B). Aus der Untersuchung des Gasstoft- 


wechsels eines solchen komplexen Vorganges lassen sich noch keine Schliisse 


auf den Chemismus der Einzelprozesse ziehen; es ist nur méglich, die Grund 
prinzipien des Atmungsstoffwechsels klarzulegen. Die Stirke (Weizen 
und andere Mehle) wurde, wie in Teil I, B beschrieben, teils mit, teils olin 


Kreidezusatz zu Brot verbacken, dieses zerkleinert, beimpft und in die 


Apparatur gebracht. Das Prinzip des Apparates, die Absorption der ent 
wickelten Kohlenséure durch Lauge und dadurch bewirktes automatische- 
Nachstr6men von Sauerstoff, erwies sich als gut geeignet fiir das Pilz 
wachstum. Vor allem ist die ruhende Atmosphiare giinstig, und nur auf di: 
Aufrechterhaltung der nétigen Feuchtigkeit ist besonders zu achten. 


A. Nicht neutralisiertes Medium. 
Versuch 1. 
20g Weizenmehl ohne Kreide zu Brot verbacken. Kultur bei 22°. 


Im Versuchsraum und im Gasometer Sauerstoff. 
Tabelle des Gasstoffwechsels : 





Sauerstoffverbrauch C0.-Entwicklung 


Tag reduziert Pilzwachstum 
cem ecm 

1 270 240 Weife Pilzdecke 

2 2050 1590 

3 1300 800 

4 990 1150 Volle Sporenbildung 
5 859 475 

6 250 300 

7 320 320 

8 100 130 

9 180 170 

Zusammen: 6220 5985 


= 10,05 ¢ CO, 


1 Piese Zeitschr. 189, 220, 1927. 
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hauy) Die Saurebildung ist auBerst gering. Die Gesamtsiuerung entspricht 
> und scem n NaOH, entsprechend etwa 2,7°, organischen Séuren. Weitaus 
tat er gr6Bte Teil des verbrauchten Kohlenhydrats ist vollstandig verbrannt. 
tzten 
Der RQ. CO, O, = 0,82. 
at 
iBstal) B. Neutral gehaltenes Medium. 
tellen Bei diesen Versuchen wurde jeweils eine bestimmte Menge Mehl mit 
- ode! Kreide bzw. Bariumcarbonat gut verriihrt und mit Hefe zu Brot verbacken. 
jelmpfung, Kultur und Bestimmung der CO,- und Sauerstoffwerte wie 
oben. Am Ende des Versuchs wurde das Material sterilisiert, getrocknet, 
tt, dis pulverisiert, und die Menge des noch vorhandenen Carbonats bestimmt. 
wr von Dazu wurde das mit Wasser angefeuchtete Pulver in der Warme im ( Q,- 
€ und freien Luftstrom mit der auf die Gesamtkreide berechneten Menge ver- 
diinnter HC] zersetzt, die entwickelte Kohlensiure in Natronlauge auft- 
nheit vefangen und die Carbonatmenge in der Lauge bestimmt. Daraus ergibt 
— sich die Menge der durch organische Saéuren im Géargut zersetzten Kreide. 
saure, Das Girmaterial wurde dann mit Uberschu® starker HCl hei® extra 
sstoft- hiert und in dem Extrakt die organischen Séuren, wie oben, isoliert und 
hliisse vetrennt. 
rund Versuch 2. 
eel (Zum Teil schon, |. ¢., mitgeteilt.) 
» OFitie y . ’ 
le dio Brot aus 20g Weizenmehl und 20g BaCQO,. Im Versuchsraum und 
im Gasometer Sauerstoff. 
r ent 
isches Tabelle des Casstoffwechsels : 
Pilz . eer 
. Sauerstofiverbranch . . : 
t aie : COso-E e , 
uf di Tag reduziert ss cnsenaieenaitta Pilzwachstum 
d. ecm ecm 
1 180 QQ) Weihe Pilzdecke 
2 600 599 
3 1300 1110 
i 220. 4 1809 1630 Volle Besporung 
5 1500 1289 
) 450 400 
7 230 270 
Ss 0 0 
: 9 0 0 
Zusammen: 6060 5370 
1N5¢ CO, 
Der RQ. ist 0,89 (praktisch bei Fehlergrenze von 15°, als 1 anzusehen). 
- Durch Saure insgesamt zersetztes BaCO,: 16,95 g, entsprechend 3.8 g CO,. 


Also stammen 10,5 — 3,8 = 6,7 ¢ CO, nicht aus dem BaCQs, sind also 
veratmet. 
Das Verhaltnis von CO, aus Sauerung zu veratmeter CO, ist: 
COs, | = 
CO,. 3,8 
Ss 
Es stammt also fast doppelt soviel CO, aus der Veratmung als aus der 
Saurebildung. 


19* 
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Zu beachten ist, daB in diesem wie in den folgenden Versuchen der starkst, 
CGasumsatz zur Zeit der Sporenbildung des Pilzes stattfindet. 


Das Gargut wurde in vier Teilen aufgearbeitet, die Ausbeuten waren 





Versuchstag : 1 2 3 4 

0 0 0 0 0 0 
Citronensdure . .. . 10,2 72 18,4 16,0 
Oxalsaure...... 12,2 30,0 30,0 27.6 


In reinem Sauerstoff ist demnach starke Saéurebildung, aber auch: 
starke Veratmung. 


Dasselbe gilt fiir den folgenden Versuch. 


Versuch 38. 
Brot aus 20g Roggenmehl und 10 ¢ Kreide. Im Versuchsraum und 
im Gasometer reiner Sauerstoff. 


Tabelle des Gasstoffwechsels : 





Sauerstoffverbrauch . . aan 
Tag reduziert ie ee Pilzwachstum 
cem cem 
1 500 500 Weibe Pilzdecke 
2 1600 1450 
3 1350 1100 Volle Besporung 
4 1059 1000 
5 350 359 
6 400 300 
Zusammen: 5250 4700 


= 9,28 g CO, 
Der RQ. ist 0,9. 
Durch organische Saéuren zersetzte Kreide: 7,0 g, entsprechend 3.08 g 
CO,. Also sind 9,28—3,08 = 6,2 g CO, veratmet. 


Danach 








Im Gargut wurden gefunden: 
18°, Citronensaure, 


19° Oxalsaure. 


Versuch 4. 


Brot aus 20g Weizenmehl und 15g Bariumcearbonat. Im Versuch-- 
raum ein Luftstickstoffgemisch 1:1, im Gasometer Sauerstoff. 
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Tabelle des Gasstoffwechsels: 





if Sauerstoffverbrauch C 0,-Entwicklung : 
rag reduziert Pilzwachstum 
ecm com 
1 50 80 
2 240 260 
3 450 510 
4 300 450 Weibe Pilzdecke 
5 420 540 
6 1000 S40 
7 429 550 
8 600 500 Volle Besporung 
9 400 250 
10 230 200 
11 150 150 
Zusammen: 4260 4380 


8,62 g CO, 


Der RQ. ist 1,03. 
Durch organische Séuren zersetztes BaCO,: 11.1 g, entsprechend 
2.49 ¢ CO,. Also sind 8,62—2,49 6,13 g CO, veratmet. 
Danach 
1Os a 46 
sii a 6.13 


COs 2.49 
"- 


2.45. 





Das Gargut wurde in vier gleichen Teilen aufgearbeitet. Es wurden 


gefunden: : 
Citronensaéure 11,5, 11,5, 7.8, 9,6° ), im Durchschnitt 10.1 °, 


St an os 17,2%, 


Oxalsaure ‘a 15, 26, 
Die Veratmung ist in diesem Versuch sehr grok, die Saurebildung gering. 


Versuch 5. 
Brot aus 20g Mehl und 7.2 g Kreide. Im Versuchsraum ein Luft- 
stickstoffgemisch 1:3, im Gasometer Sauerstoff. 
Tabelle des Gasstoffwechsels : 





Sauerstoffverbrauch . . : 
).-Entwicklung 
Tag reduziert CO areneans Pilzwachstum 
ecm ecm 
2 210 255 
3 70 160 
50 185 Weibe Pilzdecke 

5 70 150 

6 0 35 In dem Versuchsraum reine 

7 590 540 Luft 

8 660 640 

9g 970 350 Weibe Pilzdecke ohne Sporen 
Zusammen: 1830 2315 


4.59 g CO, 
Der RQ. ist 1,2. 
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Durch organische Saéuren zersetzte Kreide: 3,8 g, entsprechend 1,67 , 
CO,. Also sind 4,59 — 1,67 1,92 g CO, veratmet. 
Danach 
CO, 
". tae 


oS “i= 


Im Gargut wurden gefunden: 


12 % Citronensaure, 
7,5°, Oxalsaure. 


Die Veratmung ist wesentlich geringer als in den vorhergehende: 
Versuchen in sauerstoffreicherer Atmosphare. Wohl damit im Zusammet 
hang ist, bei maBiger Citronensaurebildung, die Oxalséurebildung besonde: 
gering. 

Der RQ. ist vielleicht eine Spur erhéht. 


Versuch 6. 

Brot aus 20g Weizenmehl und 7,2 g¢ Kreide. Im Versuchsraum ein 
Luft-Stickstoffgemisch 1:10. im Gasometer ein Sauerstoff-Stickstoftt 
gemisch 9:1. Bei dieser Anordnung wird die Atmosphare im Versuclis 
raum immer stickstoffreicher: am Ende des Versuchs ist der Raum mit 
reinem Stickstoff gefiillt. 


Tabelle des Gasstoffwechsels : 





Sauerstoffverbrauch . , : 
b CO.-E : - 
Tag reduziert eee Pilzwachstum 

ecm ecm 
1 730 599 

2 270 600 Weife Pilzdecke 
3 0 945 
4 0 130 

5 0 160 Weifie Pilzdecke 
Zusammen: 1090 1635 


— 825 ¢ CO, 


Der RQ. ist 1,6. 


Durch organische Saéuren zersetzte Kreide: 3,4 g, entsprechend 1.5 ¢ 





CO,. Also sind 3.25 — 1,5 = 1.75 g CO, veratmet. 
Danach 
TOs a 
pi? 1,75 1.17 
zs — 1,1. 
COs. 1,5 


Im Gargut wurden gefunden: 
1° Citronensaure, 
4.5% Oxalsiure. 

Der Versuch ist so angelegt, da®B allmahliche Erstickung eintritt 
Dabei geht der RQ. auf 1,6 herauf; es handelt sich demnach nicht mel: 
um einen rein aeroben ProzeB, sondern daneben bzw. nach Eintritt de: 
Erstickung tritt ein anaerober Vorgang in die Erscheinung. Darauf deutet 
auch hin, daB die Menge der normalen Sauren, Citronenséure und Oxalséaur 
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iBerst gering ist, wesentlich geringer, als sich aus der Menge des zersetzten 
Carbonats errechnet. Welche Sauren bei diesem anaeroben Prozels ge- 


hildet werden, wurde nicht untersucht. 


Aus den geschilderten Versuchen ergibt sich, daB im carbonat- 
neutralisierten Medium der respiratorische Quotient gleich | ist, solange 
ein rein aerober ProzeB vorliegt, und gréBer als 1 wird, wenn daneben 
anaerobe Vorginge Platz greifen. 

Im sauren Medium ist bei schwacher Saurebildung der respira- 
torische Quotient ebenfalls 1. 

Im carbonatneutralisierten Medium verschiebt sich das Verhaltnis 
von veratmeter zu der aus Carbonat infolge Saurebildung stammenden 
(‘O, um so mehr zugunsten der veratmeten CQ,, je reicher an Sauerstoff 
und armer an Stickstoff die Atmosphare ist, in welcher der Pilz wachst, 
und je weiter der Abbau zu den Endsauren (Oxalsiure) fortschreitet. 

Weitere SchluBfolgerungen sollen aus den bisherigen Ergebnissen 
nicht gezogen werden. 

Zusammenfassung. 

1. Die Saurebildung durch Aspergillus niger wird durch die 
,Zustandsform* des Kohlenhydrats, d.h. den niedrig molekularen 
oder polymeren Zustand, wesentlich beeinfluBt. 

2. Auf Mono- und Disacchariden kénnen die drei Hauptsiuren, 
Gluconséiure, Citronensiure und Oxalsiure, auftreten. 

3. Auf polymerem Kohlenhydrat (Starke) wird nur Citronensiiure 
und Oxalsaure gebildet. 

4. Bei Anwesenheit von niedrig molekularem und polymerem 
Kohlenhydrat wird ersteres in Gluconsiure, letzteres in Citronensidure 
und Oxalsaure tiberfiihrt. 

5. Der respiratorische Quotient CO, O, ist 1, sowohl im neutralen 
Medium als auch, bei schwacher Saurebildung, im sauren Medium. 
Wenn durch Erstickung anaerobe Prozesse auftreten, wird er gréBer 
als 1. 

6. Im carbonatneutralisierten Medium ist das Verhaltnis von 
veratmeter zu aus Carbonat frei gemachter CO, ein Hinweis auf die 
Art des Kohlenhydratabbaues. 








Vergleichende Blutzuckerbestimmungen beim Rind 
nach verschiedenen Methoden'. 


Von 
M. Demmel. 


(Aus dem Veterinar-Pathologischen Institut und dem Physiologisch-Chemi 
schen Institut der Universitat Ziirich.) 


(Eingegangen am 24, Mdrz 1933.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Bei der klinischen Auswertung von Blutzuckerwerten im Schrifttum 
besteht die Schwierigkeit, daB die Ergebnisse meist nach verschiedenen 
Methoden erhalten wurden. Da man mit den Reduktionsmethoden je 
nach dem EnteiweiBungsmittel und dem angewendeten Oxydationsmitte! 
naturgemaB etwas abweichende Werte erhalten muB, habe ich einige der 
wichtigsten Arbeitsvorschriften in Parallelversuchen verglichen. 

Der Blutzucker wurde nach folgenden Methoden bestimmt: 

1. Mikromethode nach Hagedorn-Jensen und 

2. durch Modifikation nach Fujita und Iwatake, 

3. Methylenblau-Reduktionsprobe nach Herzfeld (Makromethode), 

4. Osazonprobe nach Herzfeld (Makromethode). 

Die Untersuchungen? wurden mit venédsem (Ven. jugul. oder caud. 
Ohrvene) oder mit bei der Schlachtung ausstr6mendem Mischblut vor 
genommen. Die Blutentnahme erfolgte jeweils vormittags von 7 bis 10 Uhr. 
Zu jeder Versuchsreihe wurde die Titerstellung der Testlésungen, der Blind- 
wert mit zur Gewichtskonstanz getrocknetem analysenreinem Trauben 
zucker kontrolliert. Es muBte also die analytisch eingewogene Menge 
0,2 mg Glucose innerhalb der Fehlergrenze wiedergefunden werden, eh 
an die Blutzuckerbestimmung gegangen wurde. Im tibrigen wurde mit 
geringen Abweichungen nach den Angaben der Originalarbeiten verfahren. 


1 Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danke ich bestens 
fiir die Gewahrung eines Forschungsstipendiums, das die Durehfiihrung 
der Untersuchungen erméglichte. 

2 Der Direktion des Schlachthofes in Ziirich (Dr. Allenspach) und 
Herrn Kollegen Dr. Schellenberg, Herrn Direktor Hofmann (Landwirt 
schaftsschule Strickhof), Herrn Nationalrat Bertschinger (Gutsverwaltuny 
Maggi Kemptal) sei fiir die Zuweisung von Untersuchungsmaterial bestens 
gedankt. 
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|. Vergleich der Blutzuckerwerte nach Hagedorn-Jensen und Fujita-Iwatake. 


Seit der Veréffentlichung von Hagedorn-Jensen sind immer wieder 
Vorschlage zur Verbesserung der Methode gemacht worden. Trotzdem 
hat sie sich als eine der bisher besten Methoden bewahrt. Fujita und 
/watake haben neuerdings darauf hingewiesen, daB bei der EnteiweiBung 
nach Hagedorn-Jensen die Zuckerwerte um 10 bis 20 mg-°, zu hoch 
sind. Als Restreduktion haben Hagedorn-Jensen nur Kreatinin und 
Harnsaure, nicht aber Glutathion, beriicksichtigt. Mit Cadmium- 
hyvdroxyd an Stelle von Zn(OH), kann man zugleich mit dem Eiweib 
Harnsdure, Glutathion und Ergothionein voéllig entfernen, so dab 
Hefegirung keine Restreduktion mehr anzeigt. In neuester Zeit haben 
C. Neuberg und M. Kobel sowie C. Neuberg und M. Scheuer hervorgehoben, 
daB die Zn- und Cd-Salze der Hexosediphosphorsauren schwer léslich sind 
und daher beim EnteiweiBen zum gréBten Teil mit abgetrennt werden. 
Hexosemonophosphorsaures Zn ist dagegen léslich. Fiir die Bestimmung 
des ,,Blutzuckers” ist daher wesentlich, ob er frei oder gebunden, und 
zwar in welcher Form gebunden vorkommt. Nach der Modifikation 
von Fujita-Iwatake kann man fast genau wie nach Hagedorn-Jensen 
arbeiten. An Stelle der soda-alkalischen Ferricyanidlésung wird eine 
mit Bi- und Trikaliumphosphat gepufferte Ferricyanidlésung verwendet. 
Wir méchten aber entgegen Fujita-lwatake empfehlen, die Titrier- 
einrichtung und Titerstellung fiir die Ferricyanidlésung beizubehalten, 
da sich der Titer der Lésung doch im Laufe der Zeit etwas andert. 

Bei zw6lf normalen und klinisch gesunden weiblichen Rindern im 
Alter von 5 bis 10 Jahren, welche im Schlachthof Ziirich zur Schlachtung 
kamen, wurde das Blut jeweils nach Hagedorn-Jensen und nach Fujita- 
lwatake untersucht (siehe Tabelle I). 


Tabelle I. 


Normale Blutzuckerwerte beim Rind nach Hagedorn-Jensen 
und Fujita-Iwatake. 





Blutzucker in mg-°/y 


Nr. anata — — Differenz 
Hagedorn-Jensen Fujita-Iwatake 
1 97 $2 —15 
2 86 9) + 4 
3 90 82 s 
1 97 97 0 
5 102 100 2 
6 108 6 22 
7 97 79 1S 
S 115 100 —15 
9 100 $2 IS 
10 120 97 — 23 
11 104 79 — 25 
12 108 72 — 36 
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Wie man aus der Tabelle I sieht, ist die durch Glutathion un 
Ergothionein, |. c., verursachte Restreduktion auch beim Rinderblu: 
bedeutsam, so daB man die Modifikation von Fujita-lwatake empfehle: 


kann. 


II. Normale Blutzuckerwerte beim Rind nach der Methode Fujita-Iwatake. 


In der Tabelle II sind die Blutzuckerbestimmungen von 60 gi 
sunden Kiihen (40 trachtigen und 20 nichttrachtigen) zusammen 
gestellt. Wie man sieht, schwanken die Werte schon normalerweis: 
von 55 bis 141 mg-°. Der genaue Gesamtmittelwert betragt 90,25 mg-' 
Bang gibt den Blutzucker des Rindes mit 80 mg-°,, Sehewnert und 
von Pelcherzim (nach der Methode von Bang) mit 62,5 bis 100 mg-' 
Widmarck und Carlens nach der Methode von Hagedorn-Jensen mit 
85 mg-°,, und Vélker (Hagedorn-Jensen) mit 84 mg-°,, an. 


Tabelle Il. 


Normale Blutzuckerwerte beim Rind nach der Methode Fujita 
Iwatake. Blutzucker mg-°%p. 





Trachtige Kiihe Nichttrachtige Kiihe 

68 84 88 94 55 94 

69 &4 88 94 72 97 

71 85 88 96 79 100 

73 86 88 96 79 100 

73 86 88 9S 82 109 

73 86 88 9S $2 102 

77 86 90 100 82 105 

79 86 90 102 835 135 

79 86 92 111 86 135 

80 86 92 154 90 141 

Minimum . pkg . 68 Mintmem ....... 

Maximum ... : . 134 Maximum .... ~ « wo 

Mittelwert ....... 88 Mittelwert....... 9 
Minimum. .... are Ce ae 
ae ee ee _. 
Gesamt-Mittelwert ....... YO 


III. Vergleichende Zuckerbestimmungen nach den Methoden von Fujita- 
Iwatake und Herzfeld. 

Testlésung. 0,1 g analysenreine und zur Gewichtskonstanz getrocknet: 
Glucose werden in 1000 cem ausgekochtem destilliertem Wasser gelést. Von 
dieser Lésung enthalten 2 ccm 0,2 mg Traubenzucker. Es wurden die ve: 
schiedenen Methoden mit der Testlésung gepriift und die Ergebnisse i: 
Tabelle III zusammengestellt. 


Nach der Methode von Fujita-Iwatake wurde unter zehn Be- 
stimmungen in drei Fallen die eingewogene Zuckermenge 0,200 mg 
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Tabelle ITI. 


Versuch mit 0.2mg Glucose. mg Glucose. 





Methylenblau-Reduktion Osazonprobe nach Herzfeld* 


Fujita-Iwatake 
' nach Herzfeld * 


’ gefundener Fehler in % 9 gefundener Fehler in ° ; Fehler in 
Zucker des Wertes Zucker des Wertes #@fundener Zucker ges Wertes 
l 0,200 0.0 0.217 + 80 0,150 25 
2 0,200 0,0 0,189 — 5,0 0,150 25 
3 0,204 + 2,0 0,226 + 11.0 0,200 0,0 
4 0,202 + 1,0 0.189 — 58 0.200 0.0) 
D 0,204 + 2.0 0.179 — 11.7 mikroskop. pos. 
0,150 25 
6 0,196 - 2.0 0.208 aa 3,8 mikrosk« |. pos. 
0,150 25 
7 0,198 — 1,0 0,226 11.5 0.200 0.0 
8 0,202 + 1,0 0.208 + 38 0,200 0.0 
9 0,202 + 1,0 0,226 + 11.5 mikroskop. pos. 
0.150 —_— aa) 
10 0,200 0.0 0.208 + 28 0.200 0” 


* Ausgefiihrt im Institut fiir medizinische Chemie der medizinischen Klinik Ziirich 


genau wiedergefunden. In sieben Fallen ergab sich ein Fehler von 
rund - 2°, des eingesetzten Zuckers. Nach der Methode von Herzfeld 
mit Methylenblau als Oxydationsmittel erhalt man schwankende Werte 
yon + 3,8 bis + 11 und 5 bis 6°, Fehler. Nach der Osazonprobe 
von Herzfeld waren nach 20stiindigem Auskristallisieren nur in sieben 
Fallen die Glucosazonkristalle makroskopisch sichtbar, und zwar in 
wechselnder Menge, die man nach der Empfindlichkeitsgrenze det 
Methode mit 0.150 bis 0,200 mg bezeichnen muBte. In drei Fallen 
muBten die Kristalle im Sediment mikroskopisch nachgewiesen werden. 
Demnach wurde in der Halfte der Fille (fiinf) die eingewogene Zucker- 
menge genau wiedergefunden. In der anderen Halfte der Falle wurden 
jedoch 25°,, des eingesetzten Zuckers zu wenig gefunden. 


Versuche mit Rinderblutserum. 


Von 16 gesunden, erwachsenen Rindern mannlichen und weiblichen 
Geschlechts wurde das bei der Schlachtung ausstr6mende Mischblut 
aufgefangen und das frische Blutserum nach obengenannten Methoden 
untersucht. (Ergebnisse siehe Tabelle LV.) 

Beim Vergleichen der Zahlen ergibt sich, daB die Werte der Methylen- 
blaumethode in sechs Fallen (von 16 Fallen) um ! bis 10 mg-°,, gréBer 
und in zehn Fallen um 1 bis 12 mg-°,, kleiner sind als die Werte mit 
der Methode von Fujita-lwatake. Die Restreduktion scheint auch 
hier ausgeschaltet zu sein. Die ,,Osazonwerte™ liegen ganz erheblich 
tiefer, wie auch aus der folgenden graphischen Darstellung hervorgeht. 








Sr tS ty 
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Tabelle IV. 


Vergleichende Untersuchungen mit Serum von Rindern. 
Blutzucker mg- °%p. 





Vujita- Methylenblau- fe esidtn- Methylenblau- Rein wiaaas 

fwatake | ,,teduktion , nach Herzfeld | Twatake —,,Teduktion | wach teensy 
101 111 32 125 119 32 
103 109 24 125 115 32 
103 104 20 125 132 32 
111 117 4) 127 123 32 
114 104 16 133 126 27 
117 115 24 133 127 32 
123 111 29 138 137 4() 
125 115 36 142 144 46 





Hervorzuheben ist noch, daB nach der Methode von Hagedorn 
0,1 cem Serum, nach der Methylenblaumethode 1 cem Serum und der 
Osazonmethode 10 ccm Serum 













a [ benétigt werden. Nach Hayge- 
130 dorn kann man die Versuche 
a eo | serienweise ansetzen, wahrend bei 
110: 2 herzleld-—— a: 
100) Das et at al der Methylenblaumethode —jede 
PH 1 Probe einzeln durch langeres 
3% oo )  Kochen enteiweiBt werden mul. 
8 wy und jede Titration etwa 20 Mi- 
So Osazonprobe nuten Zeit erfordert. 
a Ler felt | Aus der graphischen Dar- 
20: stellung der — Versuchsreihe 
zt SSa eee Rn Ti (Abb. 1) ergibt sich jedoch eine 
=o teak athlete gewisse Parallelitat der verschic- 
abe. 1. denen Methoden, selbstverstind- 


lich unter Beriicksichtigung ihrer 
Fehlerschwankungen. Das Steigen und Fallen der Werte wird durch 
die Methylenblaumethode in ziemlich empfindlicher Weise angezcigt 
Die Osazonmethode zeigt die Schwankungen nicht mehr so gut an, 
die Kurve verliuft ziemlich flach. 


Zusammenfassung. 


Die Blutzuckerbestimmung nach Fujita-Iwatake ergibt beim 
normalen Rind Werte, die um 8 bis 36 mg-°, kleiner sind als nach 
Hagedorn-Jensen. Der Fehler betragt bei der von Fujita-Iwatake an- 
gegebenen Modifikation der Methode von Hagedorn-Jensen se 
vom theoretischen Wert. Bei der Methylenblaumethode nach Herzfeld 
hat sich im Testversuch mit reiner Glucose ein Fehler von maxima! 
10°, und bei der Osazonprobe nach Herzfeld ein solcher von — 25° 
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rgeben. Die Methyvlenblaumethode gibt mit Blutserum fast dieselben 
Werte wie nach Fujita-lwatake, waihrend die Osazonmethode hier noch 
niedrigere ergibt, da die Kristallisierbarkeit des Glucosazons im ent- 
ciweiBten Serumfiltrat weniger gut ist als in der Testzuckerlésung. 


Herrn Professor Dr. Frei danke ich bestens fiir die Uberweisung des 
Themas und die Férderung meiner Arbeit. Herrn Professor Dr. Flaschen- 
rrager und Herrn Privatdozent Dr. Herzfeld bin ich fiir die Kinarbeitung in 
lie Methodik ebenfalls zu Dank verpflichtet. 
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Uber die Hydrolyse von Aminosiuren 
durch den wiisserigen Auszug aus Knochenkohle. 


Von 
Emil Baur und Karl Wunderly. 


(Aus dem Physikalisch-chemischen Laboratorium der Eidgen. technischen 
Hochschule, Ziirich.) 


(Eingegangen am 10, April 1933.) 
Mit | Abbildung im Text. 


Jiingst ist in dieser Zeitschrift! gezeigt worden, dal} die wasser- 
léslichen Mineralbestandteile der Rohbraunkohle geeignet sind, dic- 
jenigen biochemischen Reaktionen katalytisch zu beeinflussen, welche 
das Pflanzenwachstum bedingen. Wir kénnen die Wirkung dieser 
Wuchsstoffe wohl als eine enzymatische bezeichnen. Wir haben nun 
kirzlich Erfahrungen gemacht, welche den obengenannten an dic 
Seite gestellt werden kénnen. Es handelt sich um die Méglichkeit, 
fermentative Wirkungen mit den wasserléslichen Mineralbestandteilen 
von Knochenkohle hervorzurufen. Es gelingt nimlich, die Desaminierung 
der einfacheren Aminoséuren mit einem wasserigen Auszug von Knochen- 
kohle durchzufiihren. 

In mehreren Arbeiten aus dem hiesigen Laboratorium ist gezeigt 
worden?, daB Knochenkohle die Eigenschaft hat, Aminosauren hydro- 
lytisch zu zerlegen. Es war natiirlich zu vermuten, daB es sich um ein 
heterogene Katalyse handelte, daB also der Sitz der Reaktion sich an 
der Kohlenoberflache befindet, wo die Substrate adsorbiert sind. Um 
diese Vermutung auf ihre Stichhaltigkeit zu priifen, haben wir neuerdings 
Versuche iiber den Verlauf der Hydrolyse gemacht, wenn die Kohlen 


1 W. Fuchs, R. Gagarin u. H. Kothny, diese Zeitschr. 259, 85, 1933 
2 BE. Baur, Helv. 5, 825, 1922; K. Wunderly, Zeitschr. f. physik. Chen 
112, 176, 1924; S. Wolinari, Helv. 14, 671, 1931; BE. Baur, Zeitschr. tf. 
physik. Chem., Bodensteinband, 161, 1931; A. Wunderly, Helv. 15, 721. 
1932; E. Baur, Helv. 15, 734. 1932; K. Wunderly, Helv. 16, 80, 1933: 
E. Baur, Helv. 16, 88, 1933. 
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oberflache durch oberflachenaktive Stoffe (Narkotica, Gifte) vergiftet 
wird. Uber diese Versuche wird demnachst an anderer Stelle berichtet 
werden. Gegen unsere Erwartung stellte sich heraus, daB die Aminolyse 
vicht vergiftet werden kann. Durch diesen Befund riickte der Vorgang 
aus dem Gebiet der heterogenen oder Adsorptionskatalyse in dasjenige 
der homogenen Katalyse. Dann mubte es vielleicht méglich sein, 
mit einem wisserigen Auszug aus der Kohle dasselbe zu erreichen wie 
mit dieser selbst. Es konnte sich nicht mehr handeln um eine ,,giinstige 
Orientierung’’ der Aminosdiuremolekel an der Kohlenoberflache, wobei 
die reagierende NH,-Gruppe den Hydroxylionen besonders ausgesetzt 
ware, sondern es mubten Stoffe wirksam sein, welche, unabhangig 
von der aktiven Kohlenoberfliche, in der Lésung selbst vorhanden 
sind. Es stellte sich in der Tat heraus. daB der fermentative Effekt 
mit dem wasserigen Auszug aus unserer Knochenkohle eintritt. Hieriiber 
und iiber Versuche zur Synthese des Kochsaftes wird nachfolgend 
herichtet. 
Kochauszug von der Kohle und Analyse desselben, 

Es war anzunehmen, da die wirksamen Stoffe in der Hitze vermehrt 
in L6sung gehen wiirden. Wir haben daher die stets verwendete Knochen- 
kohle, Carbo animalis Kahlbawm 02155, ausgekocht, indem wir 70 ¢ in 
300.cem destillierten Wasser suspendierten und wahrend 5 Stunden am 
RiickfluB im Sieden erhielten.  Darauf wurde abgenutscht, die Kolle 
neuerdings in 300cem Wasser suspendiert und 5 Stunden im Sieden er- 
halten. Diese Operation wurde nochmals wiederholt, schlieBlich die Filtrate 
vereinigt und auf 200 ccm eingeengt. LaBt man dies Konzentrat 24 Stunden 
stehen, so findet sich am Boden des GefaéBes eine leichte schwarzliche 
Triibung von kleinsten Kohlenpartikelchen. Von diesen wird abfiltriert, 
worauf das Filtrat wasserhell erscheint. Sein py-Wert wird mit Brom- 
phenolblau zu 3,75 bestimmt. Mit dieser Lésung (im folgenden kurz ,.Aus- 
zug** genannt) wurden die Aminolysen vorgenommen, welche im néachsten 
Abschnitt beschrieben sind. 

Zur quantitativen Analyse obigen Auszuges wurden die zur Bestimmung 
und Analyse von Pflanzenasche! gebriituchlichen Methoden benutzt. Die 
unten angegebenen Zahlen sind die Mittel von drei unabhangig durch- 


gefiihrten Extraktionen. 


Tabelle I. 





Kationen Anionen 


Me" 0,091 g/Liter 0.0037 Mole Liter SO4 0,229 ¢/Liter 0.0023 Mole Liter 
Ca” 0,022 ¢/Liter 0,0005 Mole/Liter Cl’ 0,043 g Liter 0,0012 Mole/Liter 


Spuren: HCO. 
Abwesend: Fe, Mn, POY’. 
Trockenriickstand: 0,440 g/Liter. 


' Vogl. Klein, Handb. d. Pflanzenanalyse, 2. Spez. Analyse, 1, 1932. 
Treadwell, Lehrb. d. analyt. Chem. 2, 14. Aufl., 1930. 
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Die verwendete Kohle besitzt einen Wassergehalt von 14.1 
und einen Aschengehalt (der fiir eine Knochenkohle kleine Asche 
gehalt ist verursacht durch die Kahlbaumsche Reinigung der Sort: 
pro analysi), 154°, auf die wasserfreie Kohle berechnet. Divs 
zusammen mit dem Trockengehalt des Auszuges ergibt, daB etwa 
9,3°,, des Aschengehaltes wihrend der Extraktion in Lésung gehey 
Auffallig ist das Fehlen von Phosphat im Auszug, wahrend doch friither! 
im Aminolyseversuch deutliche Mengen von Phosphat in der Lésung 
gefunden wurden. Es ist anzunehmen, da die Verhaltnisse sich ander, 
wenn die Lésung eine Aminosadure enthalt. Denn wie Fr. Axmacher* 
gefunden hat, wird die Phosphatabgabe einer aschehaltigen Blutkoh|ec 
durch Zusatz von Na,P,O, durch Austauschadsorption um mehr als 
das Zehnfache gegeniiber dem Kontrollversuch mit reinem H,O ge- 
steigert. Dieser Umstand kénnte die Zusammensetzung des Extraktes 
bei Gegenwart von Aminosduren veradndern gegeniiber derjenigen. 
die bei Behandlung mit reinem Wasser gefunden wird, was man im 
Auge behalten muB beim Vergleich der Wirkung der Kohle selbst 
und ihrem wasserigen Auszug. 


Wirkung des Auszuges auf d, l-Asparaginsiure, d, l-Alanin und d, l-Leucin, 


Nachdem Vorversuche ergeben hatten. daB obige Aminosauren, 
wenn mehrstiindig mit Auszug erhitzt, der Aminolyse unterworfen 
sind, wurde analog den friiheren Kohlenversuchen die zeitliche Ab- 
haingigkeit des Umsatzes untersucht. Damit trat auch erneut dic 
Frage auf, ob es zu einem echten Gleichgewicht kommt, eine Frage. 
die bei den Kohlenversuchen hatte verneint werden miissen®, abet 
jetzt doch wieder als offen zu betrachten ist. 


In je 100 cem Auszug wurde 1 g Aminosaure gelést und in den Thermo- 
staten von 80° gestellt. Jedem K6lbchen war ein langeres Glasrohr aut 
gesetzt, das zum Thermostaten herausragte und in einem Natronkalkrol 
endigte. Nach entsprechenden Zeitabschnitten wurden 30 ccm _ heraus- 
pipettiert und darin der NH,-Gehalt durch Destillation aus schwach alkali- 
scher Lésung in n/50 H,SO, festgestellt. AuBerdem wurde qualitativ aut 
Aldehyd (fuchsinschweflige Saure), Kohlenséure (Barytwasser), Brenz- 
traubensaéure (2, 4-Dinitrophenylhydrazin), Alkohol (Jodoformreaktion). 
und Ameisensaure (Sublimat) gepriift. Zu Beginn und am Ende des Versuclis 
wurde mit Indikatoren der py-Wert bestimmt. Die Befunde sind in folgende: 
Tabelle enthalten. 

1 K. Wunderly, Zeitschr. f. physik. Chem. 112, 186, 1924; iibrigens ist 
die damals verwendete Knochenkohle (Kahlbaum) nicht identisch mit de: 
von uns jetzt gebrauchten. 

2 Fr. Axmacher, Kolloidzeitschr. 59, 305, 1932; N.K. Adams, The 
Physics and Chemistry of Surfaces, S. 282, Oxford, Clarendon Press, 1930). 
ferner Hans Jenny, Kolloidchem. Beih. 23, 10 bis 12. 

3 Vgl. S. Molinari, 1. ¢. 
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Tabelle Il. 





|g Aminosiure in 100 eem Auszug bei 80° Asparaginsiiure Alanin Leucin 


N ich 7 Std. 


NHs in Mole/Liter ........ 0,0043 0,0050 0,0058 
N in 9 der Einwage. .. . hg 6.5 4.3 7.5 
Nach 24 Std. 
NHs in Mole/Liter ........ 0,0058 0.0067 0.0067 
N in % der Einwage. ...... 7,6 6.1 8,8 
Nach 72 Std. 
NHs in Mole/Liter ...... ; 0,0072 0,0075 0.0077 
N in % der Einwage....... 9.6 6.6 0,7 
po Ausgangslisung . ........ 3,1 4.8 15.4 
me wee 8. kk Se. Re 82 6.1 5,5 
Nach 72 Std. 
ee a eee eee ee + + 
SS ig rr eee ee a> eg, + + 
2.4-Dinitro-phenylhydrazin . . . . Spur Spur Spur 
EEE Se a a ee ee - Spur 
SR Gee i eg — 


Aus diesen Zahlen scheint hervorzugehen, dab hier die Aminolyse, 
verglichen mit jener an Kohle, wesentlich friiher zu einer Grenze gelangt. 
Dies zeigt deutlich Abb. 1. Die Abbildung enthalt zum Vergleich 
die Umsatze aus Versuchen mit Kohle, 


ro See a ~ 

die einer friiheren Arbeit! entnommen "T ——= 

sind. Andererseits zeigt die qualitative 7 acacia tas 

Priifung, daB dieselben Umsetzungspro- 35} 

dukte vorkommen, welche am Kohlen- , 20| | | | 

versuch festgestellt wurden2. = | | 
8 25} 


| fi Alanin an 
| | |” Koble 


Erschipfung der Kohle. 


%Nud i 
S 


Um etwas dariiber zu erfahren, 15 
weshalb die Aminolyse in Anwesenheit 
der Kohle, in gleichen Zeiten, um ein 


Asparagin-Saure im 








. ——— ? 

Mehrfaches weiter geht, war zu unter- 5 f= — Alanin im _ 

suchen, ob die Kohle imstande ist, {PS 2... 

, 0 7% 2% V8 72 
wesentlich mehr an Mineralstoffen an Stunden 
die Lésung abzugeben als sie nach der Abb. 1. 


beschriebenen Extraktionsmethode _ tut. 
Denn wenn die Aminolyse kein Adsorptionseffekt ist, war anzunehmen, 
daB die Reaktionsgeschwindigkeit wenigstens am Anfang der Kon- 
zentration der gelésten Mineralsubstanz proportional geht. 

Zu diesem Zwecke wurde eine Aminolyse vorgenommen mit 
einer Kohle, welche vorher mit Wasser extrahiert worden war. 


' K. Wunderly, Zeitschr. f. physik. Chem. 112, 190, 1924. 
* Derselbe, Helv. 15, 726, 1932; 16, 80, 1933. 


Biochemische Zeitschrift Band 262. a 
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Das Ergebnis steht in Tabelle IIT, und ein Vergleich mit der Li 
stung unvorbehandelter Kohle zeigt eine merkliche Abnahme « 
aminolytischen Effektes. 

Tabelle II. 





150 g Liter Kohle, 69 Std., 80°, NH3 N in ‘ 

10 ¢ Liter Asparaginsaure Mole Liter der Einwage 
Iixtrahierte Kohle . . 0.028 37.8 
Unvorbehandelte Kohle  . 0.035 46.5 


Dann wurde eine Kohle, welche schon extrahiert war, nochm: 
nach der anfangs beschriebenen Methode extrahiert: mit dem so ge- 
wonnenen Auszug wurde die Aminolyse vorgenommen. Wie unten 
stehende Zahlen zeigen, geht auch hier die Wirkung um etwa ein Dritt«! 
zuruck, und zwar geht die Wirkung in demselben Verhaltnis zuriick 
wie der Trockenriickstand kleiner ist. Wird andererseits der Auszug 
weiter eingeengt, so dais die Konzentration an Mineralsubstanz zu 
nimmt, so 1laBt sich damit auch eine gréBere hydrolytische Wirkuny 


erzielen, wie das aus Spalte 3 der Tabelle [IV hervorgeht. 


Tabelle IV. 





1 2 3 
y Liter As ragins: » 2 sj ) . ‘ . 
10 g Liter Asparaginsaéure 24 Std. bei 80 Rvster Swciier F anemtates 
Auszug Auszug Auszug 
NH, in Mole/Liter ......... O.058 0,0046 9.0008 
N in % der Einwage........ 7.6 55 12.8 
Trockenriickstand in g/Liter. . . . . F 277 2 
lrock I gil 0.440 a2 1.240 
” > Se eee 190 63.6 281.8 


Wenn auch der konzentrierte Auszug erst ein Drittel des Effektes 
liefert, verglichen mit dem entsprechenden Kohlenversuch (vgl. Abb. | 
so kann man dennoch annehmen, da in dieser Richtung die iiberlegene 
Wirksamkeit der Kohle liegt. Die Aminosaure scheint durch Austausch- 
adsorption, wie schon oben hervorgehoben, und auberdem  vielleicht 
auch durch Komplexsalzbildung Mengen von Mineralbestandteilen 
der Kohle in Lésung zu bringen, die ein Mehrfaches von dem sind, das 
sich im selben Volumen Wasser lést!. Immerhin kann noch ein Unter- 
schied iibrigbleiben, der dann auf Wandreaktion an der Kohlenobe: 
fliche zu schieben wire. 


' Fr. Axmacher (1. ec.) hat nachgewiesen, daB die organischen Anione 
Oxalat > Tartrat > Acetat in dieser Reihenfolge abnehmend PO,-Abga'!» 
der von ihm untersuchten Kohle beeinflussen. Wir behalten uns vor, e1' 
sprechende Erhebungen in Gegenwart von Aminoséuren anzustellen. 
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Neutralsalzwirkung, 
Hydrolytische Reaktionsbeschleunigungen als Folge von Um- 
werung durch Komplexsalzbildung sind durch H.v. kuler', J.N. 
Nrénsted*, H. Mecrwein® u.a. 


nderungen speziell der Aminosiiuren durch Komplexbildung sind 


bearbeitet worden: die Eigenschafts- 
zuletzt von Fr. Leuthardt*® umfassend behandelt worden. Davon aus- 
vehend, konnte nunmehr wohl vermutet werden, dai irgendwelche 
Neutralsalze die Aminolyse schon fiir sich allein hervorbringen kénnten. 
Natiirlich gingen wir von denjenigen Anionen und Kationen aus, die 
m wasserigen Auszug vorgefunden wurden. 

In 1° ig. Asparaginsdurelésung wurde 1°, des betreffenden Salzes 
velést, darauf der py-Wert bestimmt und die Lésung in den Thermo- 


staten gestellt. Die Analyse gestaltete sich gleich wie oben beschrieben. 


Tabelle V. 





Zugesetzte Salze 


10g Liter Asparaginsdure 
%4 std. bei &O Leer- 
MgCl, BaCl, Cath, Mes) Mg HPO, versuch 
NH. in Mole/Liter 0.9022 0.019 0.0021 0.0014 0.0022 0 
N in "/) der Einwage . 2,9 26 y AE 1.9 3.0 0 
pa Ausgangslosung . 3.9 3.0 3.0 3.1 4.5 
py nach 24Std.... 3.0 5 3.0 3.1 4.6 


Daraus ergibt sich ungefahr die Reihenfolge *: 


Anionen: HPO; cr SO" 


Kationen: Mg” > Ca” Ba’, , 
DaB das Phosphation an erster Stelle steht, obwohl es im Auszug feblt, 
hestiitigt einen anderweitigen Befund®, wonach K,H PO,-Zusatz zum 
Kohle-Aminosiiuresystem die Aminolyse  beférdert. Im Vergleich 
jedoch zur Wirksamkeit der Kohle und selbst ihres Auszuges nehmen 
sich die Salzwirkungen eher bescheiden aus. 

Die in Lésung gehenden Mineralstoffe der Kohle scheinen die Natur 
der Mehrstotfkatalysatoren zu besitzen. Von den letzteren sagt .W. Frankel® 
wohl mit Recht. daB sie zufolge ibrer groBen Spezifitat und ihrem besonderen 


1 H.v. Euler, Trans. Farad. Soc. 24, 651, 1928:H. v7. Euleru.A.Oclander, 
Homogene Katalyse 1, 54, 1931, Sammlung Géschen, Nr. 1037. 

2 J. N. Brénsted, Chem. Rev. 5, 231, 1928. 

3-H. Meerwein, Sitzungsber. d. Ges. f. Féorderung d. Naturwiss. Mar- 
burg 64. 119-—135, 1930. 

' Fr. Leuthardt, Helv. 16, 540, 1932. 

* Anmerkung bei der Korrektur: Unzwischen ist gefunden worden, daB 
Strontiumsalze noch bedeutend wi: ksamer sind. 

> Helv. 16, im Druck. 

®° M. Frankel, Katalytisch-organische Arbeitsmethoden 1, 10, 1932, 
Lieferung 380 von Ahderhalden. Handh. d. biol. Arbeitsmethod. 

20* 
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Leistungsvermoégen am ehesten der Wirkungsweise von Biokatalysatore: 
im besonderen den Fermenten, gleichkommen. Das Salzgemisch, das i: 
Auszug vorhanden ist. scheint gerade eine solche Zusammenset zune 
zu besitzen, welche ihm im Sinne von RP. Willstdtter! gleichsam die Natu 
einer neuen chemischen Verbindung verleiht. Es ist wohl ohne weiter 
ersichtlich, da®B die fermentahnlichen Eigenschatten, die nach unseren Be 
funden einem Verein von Mineralsalzen zukommen, eine Hypothese 
unterstiitzen scheinen, nach welcher Fermente unter Umstanden durch ein 
geeignete Gruppierung gewOhnlicher, gesondert nicht oder wenig wirksames 
Stoffe zustande kommen sollen *. 


Synthese des Auszuges. 


Wir sind nun dazu itibergegangen, die Spitzenleistung, die de: 
Mineralbestand des Auszuges laut Analyse besitzt, nachzuahmen 
durch geeignete Kombination der im vorigen Abschnitt einzeln unter- 
suchten Salze. Bei diesem Unternehmen haben wir vorlaufig noch nicht 
viel erreicht, es ist, um im Bilde zu reden, die Nachahmung des natir- 
lichen Mineralwassers durch kiinstliche Zusammensetzung noch nicht 
mit geniigender Annaherung gewonnen worden. Tabelle VI enthalt 
die Wirkung der von uns bis jetzt untersuchten Salzgemische. 


Tabelle VI. 





— 10 g Liter Asparaginséure 24 Std. bei 80° Pm nl gta 
1 4g Liter MgSO, + 2g Liter CaCl, + Mg HPO, ges. 0.0916 2,2 
2 4¢ Liter MeSO,+ 2g/Liter CaCl, +4g Liter KHgPO, = 0,0015 1,9 
3 10 g/Liter Nay HPO, + 3 cem Liter Hy SO, 0,0013 1,8 
4 10 g/Liter KH, PO, + 2 cem/Liter H,S0, 0,0010 1,3 
ot) 80 ¢ Liter KH,» PO, 0.0046 6,1 


Einzig der Versuch 5 mit starker Phosphatkonzentration ist 
einigermaBen mit der Wirkung des Auszuges vergleichbar, nur ist 
primires Kaliumphosphat keine Nachahmung des Auszuges, da_ in 
diesem Phosphat nicht in analytisch bestimmbarer Menge vorkommt 


Versuche mit Glykokoll und Phenylalanin. 

Die Aminolyse des Glykokolls durch den Auszug verlauft etwa 
in gleichem MaBe wie beim Alanin und der Asparaginsiure. Dagegen 
schreitet die Desaminierung beim Phenylalanin wesentlich rascher 
fort (vgl. Tabelle VII). Verglichen mit dem entsprechenden Alanin 
versuch (s. Tabelle II) gelangt man zum doppelten Umsatz. Qualitatiy 
wurde bei diesen Versuchen Phenylacetaldehyd gefunden, der’ sich 


' Naturwiss. 15, 588, 1927, Probleme und Methoden der Enzym 
forschung. 
2 Literatur siehe bei H. Koechling, Chem. d. Zelle u. Gewebe 12, 247 


—285, 1925. 
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lurch seinen hyacinthahnlichen Geruch bemerkbar macht, und Phenyl- 
milchsiure. Phenylalanin hydrolysiert zu einem kleinen Teil schon 
n destilliertem Wasser, was bei Alanin nicht der Fall ist. 


Tabelle VII. 





10g Liter Aminosiure im Auszug, Glvkokoll Phenylalanin 


24 Std. 80 im Auszug in Wasset 
NH. te Moleflater. . . 2... 2 ss 0.0053 0.0070 0.0026 
N in °', der Eimwage ...... 4.0 11.9 43 


Versuche bei Warmbliitertemperatur. 

Wegen seiner gréBeren Reaktionsgeschwindigkeit fordert) Phenyl- 
alanin dazu auf, die Aminolyse mit dem Kochauszug bei Warmbliiter- 
temperatur durchzufiihren. In der Tat kann mit dieser Aminosiure 
bei 39° noch ein bequem zu messender Effekt quantitativ verfolgt 
werden. Da die Versuchsbedingungen physiologischen Bedmgungen 
weitgehend angenahert sind, so darf dieser Versuch vielleicht ein 
spezielles Interesse beanspruchen. 

Es gelingt mit konzentriertem Auszug (s. Tabelle IV) eine Wirkung 
zu beobachten, welche derjenigen der Kohle sogar leicht iiberlegen ist 
(vgl. Spalte 1 und 3, Tabelle VIII). Dies bestatigt die quantitative 
\bhingigkeit von Aminolyse und Salzgehalt. Auch sieht man, dab 
hier fast kein Raum mehr bleibt fiir \Wandreaktion am Kohlengeriist. 


Tabelle VIII. 





1 2 3 4 5 


10 g Liter Phenylalanin, Versuch mit 4g Liter MgSO, 


Versuch in 


24 Std. 399 150 ¢ Liter “ae ctil konzen- 2g Liter CaCl, 100 ¢ Liter 
Kohle Ww ee triertem 4g Liter KH, PO, 
. Auszug KH. PO, 
NH, in Mole Liter . . 0.9100 9.0920 0,0110 0.9026 0.0932 
N in % der Einwage . 17.5 3,3 19.1 43 5.3 
Py nach der Aminolyse 6.2 5.8 6.1 4.4 44 


Vom Phenylalanin wird in 24 Stunden bei Kérpertemperatur etwa 
ein Fiinftel gespalten. 

Zusammenfassung. 

Der wisserige Auszug von Knochenkohle vermag Aminosiuren, 
namlich Glykokoll, Alanin, Asparaginséure, Leucin und Phenylalanin 
hydrolytisch zu desamidieren. Die Wirksamkeit des wisserigen Aus- 
zuges ist im allgemeinen schwacher als die der Kohle selbst, erreicht 
dieselbe aber beim Phenylalanin. Die im wasserigen Auszug enthaltenen 
Salze besitzen ebenfalls ein gewisses hydrolytisches Vermégen, sowohl 
einzeln wie in Kombination, doch ist die Wirkung erheblich schwacher 
als diejenige des Auszuges. 








Kiinstliche Beeinflussung 
der Verteilung bzw. Ausscheidung yon Arzneimitteln. 


Von 


F. Serio und R. Indovina. 
(Aus der Medizinischen Universitatsklinik, Palermo.) 
(Eingegangen am 10, April 1955.) 
Mit 13 Abbildungen im Text. 


Von den mannigfachen Funktionen des retikuloendotheliale: 
Systems ist die Fahigkeit, elektronegative Dispersoide zu speiches 
sicher bewiesen, und ihre Existenz kann, unabhangig von der Méglicl 
keit einer ., Blockade** des Systems, die heute von den meisten Autore) 
in Abrede gestellt wird, nicht in Zweifel gezogen werden. Nach welche 
Gesetzen, und auf welche Art und Weise diese Speicherung erfolgt 
scheint jedoch noch nicht ganz klar zu sein. 


Nach Schulemann volizieht sich die Fixierung der Kolloide an 
Elemente der Retikuloendothelien in zwei Phasen: in der ersten erfols 
die Adsorption und die Anreicherung der Substanzen an der Obertliv 
der Kupfferschen Zellen, in der zweiten der Ubergang der schon an il 
Oberflache hattenden Fremdsubstanzen in das Innere der Zellen. [3 
Wiederholung dieser Untersuchungen stellt Janesé fest. da der erste: 
Phase von Schulemann ein Stadium der Austlockung der kolloidalen Sul 
stanzen vorausgeht. und daB an dieser Ausflockung auch das Fibrinog: 
teilnimmt. Das bedeutet die Feststellung der theoretischen Méglichk: 
daB Speicherung von kolloiden Substanzen im retikuloendothelialen Syst 
und Blutgerinnung zweierlei verwandte Manifestationen desselben labile: 
Ausflockungssystems sind. Als Beweis fiir diese beachtenswerte Hypot! 
tiihrt Janesé die Resultate einiger mit gerinnungshemmenden Substanz 
(Heparin, Germanin, Novirudin) ausgefiihrten Versuche an, die bei cs 
Ratte eine deutliche Verhinderung der Fixation von metallischen Kolloide: 
im retikuloendothelialen System zeigen. Hier kniipfen die neuesten \« 
suche von Robuschi an, der bei Kaninchen nach praventiver Injektion v 
gerinnungshemmenden Substanzen (Novirudin) eine Verminderung 
Speicherung der Korner von chinesischer Tusche in der Leber une « 
Vermehrung in Lunge und Niere fand. 

Bei den in der vorliegenden Mitteilung niedergelegten Versuche: 

4 


haben wir uns mit dem Problem beschaftigt. ob es méglich ist. ¢ 
Fixation von Medikamenten durch Substanzen, die die Eigenscha!' 
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aben, die Blutgerinnung zu férdern oder zu hemmen, zu erleichtern 

oder zu verhindern, und dadurch eventuell therapeutische Darreichungen 
n dem Sinne zu beeinflussen, dafS Substanzen mit langsamer thera 
peutischer Wirkung oder Medikamente, deren schnelle Elimination 
fur die ausscheidenden Organe gefahrlich werden kénnte (z. B. Schwer- 
metalle), langer im Organismus verbleiben, und andererseits andere 
Substanzen, deren lingeres Verbleiben im Organismus Schaden = an- 
richten kénnte, schneller eliminiert werden. 

Wir haben unsere Untersuchungen mit einem Schwermetall, dem 
Gold, begonnen, dessen erst seit wenigen Jahren eingefiihrte thera- 
peutische Anwendung sich immer mehr einbirgert, wenn auch die 
\rt der Applikation und die Dosierung noch nicht in allen Einzelheiten 
festgelegt ist. Als Praparat haben wir das Natriumaurothiosulfat 
(Sanocrysin) gewahlt, da dieses heute am gebrauchlichsten und am 
leichtesten zu handhaben ist. Es bildet eine echte Lésung, und sein 
komplexes Aurothiosulfation wandelt sich im Organismus sofort nach 
seiner Aufnahme in den Kreislauf in cin Kolloid um. Wir haben die 
Geschwindigkeit seiner Elimination und seine Verteilung in den ver- 
schiedenen Organen unter dem EinfluB der Darreichung von gerinnungs- 
hemmenden und gerinnungsf6rdernden Substanzen untersucht. Als 
Koagulin bedienten wir uns zunichst eines Blutplattchenextraktes 
mit evtozymer Funktion (Koagulen Ciba) als Antikoagulin des Heparins 
Gribler. 

Die Ausfiihrung unseres Programms wurde durch das Fehlen einer 
schnellen und geniigend genauen Methode zur Bestimmung des Goldes 
in organischen Substanzen erschwert. Die gebraiuchliche Methode, die 
in einer Veraschung der organischen Substanz, Ausfallung des Goldes 
als Chlorid und seiner gravimetrischen Bestimmung besteht, schien, 
abgesehen davon, daB sie nicht unerhebliche Fehlerquellen enthalt, 
wenn es sich um Mengen von der GréBenordnung von Bruchteilen 
von Milligrammen handelt, wenig genau fir Reihenbestimmungen. 
Wir halten auch die elektrolytische Methode von Lomhold fiir un- 
geeignet, weil dabei cine auBergewohnliche Kompetenz in den chemisch- 
analytischen Methoden nétig ist, die nicht jeder besitzt, sowie besondere, 
schwer zu handhabende Apparate erforderlich sind, ohne dal sie allzu- 
groBe Sicherheit bietet, weil mancher Versuch. wie Aeiding angibt. 
ohne feststellbare Ursache verloren geht. Unsicher scheint auch die 
jodometrische Titration nach Hanshorg in der Modifikation von Gooch 
und Morleys zu sein, bei welcher das Gold aus unbekannten Griinden 
nicht in allen Fallen in die richtige Form gebracht wird. 

Wir haben es deshalb vorgezogen, die kolorimetrische Methode 
auszuarbeiten, tiber die wir jetzt berichten, und die uns befriedigende 
Resultate geliefert hat. 
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Unsere Methode ist der von Aeiding sehr ahnlich, die wir ers: 


kennen lernten, als die gegenwartige Versuchsreihe schon abgeschloss« 
war. Sie bedient sich auch der Veraschung, Umwandlung des metalli 
schen Goldes in Goldchlorid und der kolorimetrischen Titration, unte: 
scheidet sich aber von der unsrigen durch eine viel gréBere Anza! 
von Phasen, was die Untersuchung kompliziert und die Fehlerquelle: 
vermehrt, ohne einen schaitzenswerten Vorteil im Hinblick auf G: 
nauigkeit zu bieten. 

1. Die organische Substanz wird in einer unschmelzbaren Porzellan 

schale in einem Verbrennungsofen aus unschmelzbarem Ton bei de: 
Temperatur von 1300° verascht, nachdem vorher Magnesiumoxyd 
zugesetzt worden ist, um die Hitze auf die ganze Masse der zu minerali 
sierenden Substanz gleichmaBig zu_verteilen. 
‘ 2. Die Asche wird mit K6nigswasser aufgenommen, auf dem 
Wasserbad eingedampft. dann wird noch zweimal nach vorherigem 
Eindampfen mit Salzsiure aufgenommen. Durch dieses Verfahren 
wird alles in der organischen Substanz enthaltene Gold in Goldchlorid 
umgewandelt. 

3. Es wird destilliertes Wasser zugesetzt, bis der ganze Trocken 
riickstand in Lésung gegangen ist, wobei man die Menge des destillierte 
Wassers notiert. 

4. Mit 2ccem konzentriertem Ammoniak wird alkalisch gemacht 
wobei ein Niederschlag einer flockigen Masse von Phosphaten entstelit 
der im iibrigen den weiteren Gang der Reaktion nicht stort. 

5. Hierauf werden 2 ccm Formaldehyd zugesetzt, wobei plotzlich 
je nach dem Goldgehalt, eine mehr oder weniger intensive blaue Farbung 
auftritt. 

6. Dann wird mit 20°,iger Salzséure angesiuert bis zum_ voll- 
stindigen Verschwinden des Niederschlags und die Menge der an 
gewandten Salzsdure notiert. Die blaue Farbung bleibt etwa 1 Stuncd: 
unverandert, worauf sie zu verblassen beginnt. Man titriert hieraut 
kolorimetrisch gegen eine Vergleichsldsung von Goldchlorid, die aut 
folgende Weise hergestellt wird: 

1 cem einer 1° gigen Goldchloridlésung wird mit soviel destillierten 
Wasser verdiinnt, wie zum Auflésen der Asche der Versuchspro!» 
benutzt worden ist. Man fiigt 2cem konz. Ammoniak hinzu, dan: 
2cem Formaldehyd und die gleiche Menge 20°, iger Salzsiure, wic 
vorher zum Auflésen des Niederschlags gebraucht worden war. 

Man vergleicht die beiden Lésungen im Kolorimeter und berechne' 
den Gehalt der zu priifenden Substanz an Gold in der bei kolorimetrisch« 
Bestimmungen iiblichen Weise. Man stellt z. B. als festen Kontro! 
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sunkt die Ziffer 10 der Skala fest, und die Ablesung des Nonius ergibt fiir 

eo : 1o.] 

die Probe die Ziffer 20, dann haben wir: 10: 20-- 2.1 ‘a 1, mg; 

in der Menge der untersuchten Substanz ist 'ymg Gold enthalten. 
Kontrollversuche, ausgefiihrt durch Injektion einer bekannten 

Menge von Goldchlorid bei kleinen Tieren (weiBben Mausen) zeigten 

eine Fehlergrenze der Methode von 0.04 bis 0,06°,.. 


In der ersten Versuchsreihe haben wir Kaninchen von mittlerem 
Gewicht von 1,5 kg 2e¢g Sanocrysin auf 1 kg Koérpergewicht intra- 
venos injiziert; unmittelbar vor dieser Injektion haben wir intravendés 
l0cem einer Lésung von Koagulen des Handels dargereicht. Von den 
Tieren, die alle die Behandlung tiberlebten, wurden einige nach 
24 Stunden, andere in Abstinden von 3 oder mehr Tagen getitet. 
Bei allen wurde die quantitative Bestimmung des Goldgehaltes in 
folgenden inneren Organen ausgefiihrt: Leber, Niere, Lunge, Ein- 
geweide und Milz. 

In den darauffolgenden Versuchen wurde die Bestimmung des 
Medikaments in den Eingeweiden und ihrem Inhalt, sowie in der Milz 
unterlassen, weil die in diesen Organen nachzuweisende Menge Gold 
so gering war (manchmal sogar geradezu unbestimmbar), daB sie bei 
der Untersuchung der Verteilung des Medikaments nicht in Betracht 
gezogen werden konnte, weil sie innerhalb der zu vernachlassigenden 
Bruchteile, die die Fehlergrenze der Methode ausmachen, lagen. 

Gleichzeitig mit jedem Versuch wurde ein Kontrolltier von méglichst 
gleichem Gewicht gehalten, dem nur Sanocrysin injiziert wurde, und 
bei dem in identischen Zeitabstanden wie beim Hauptversuch die 
Goldbestimmungen in den einzelnen Organen ausgefithrt wurden. 

Wir fassen kurz die Protokolle der Versuche zusammen. 


Erster Versuch. 


Zwei Kaninchen von fast gleichem Gewicht (etwa 600g) injizierten 
wir in die Randvene des Ohres 4¢g Sulfoerysol (Au 14.90 mg). Bei 
einem von ihnen werden vor der Darreichung des Goldsalzes 5 cem Koagulen 
intravenos injiziert. Die Tiere wurden nach 24 Stunden getétet. Die Be- 
stimmung des Goldes in den Organen und in den Ausscheidungen ergal 
tolgende Resultate: 

Versuchstier. Lunge 0.380 mg. Leber 1.20mg. Niere 2.50 mg. Milz 
geringe Spuren, Haut 1.66mg, Knochen 1,18 mg, Muskeln 2 mg, Harn 
4.70 mg. Fazes 0,50 mg. 

Kontrolitier. Lunge 0.34mg. Leber 0.72 mg. Niere 2.34 mg. Milz 
geringe Spuren, Haut 1,86 mg, Knochen 0.92 mg, Muskeln 1,92 mg, Harn 
5.20 mg, Fazes 0,68 mg. 

Gespeicherte Gesamtmenge: Versuchstier 8,64 mg. Kontrolltier 8,10 my. 

In Anbetracht der Geringfiigigkeit der in der Milz gefundenen Menge 
und der unbedeutenden in der Haut, den Knochen und den Muskeln an 
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getroffenen Unterschiede haben wir zur Vereinfachung der Untersuchung 


die Gewichtsbestimmung des Goldes in diesen Organen unterlassen (si 


Abb. 1). 


Luge {72a 


Abb. 1 


Zweiter Versuch. 


+ 


Wir injizierten zwei Kaninchen von fast identischem Gewicht (¢ 
1900 ¢) in die Randvene des Ohres 4¢g Crysalbin (Au 14.92 mg). 
einem von ihnen ging der Darreichung des Goldsalzes die intraver 


Injektion von 5cem Koagulen voran. Die Tiere wurden nach 24 Stund 


getétet. Die Bestimmung des Goldes in den inneren Organen und in 
Ausscheidungen ergal folgende Resultate: 

Versuchstier. Lunge 0,50 mg. Leber 1.50 mg. Mere 1.60 mg. H: 
4.56 mg. Fazes 0.74 mg. 


Kontrolltier. Lunge ©.48S mg. Leber 0.60 mg. Mere 1.34 mg. Hat 


4.80 mg, Fazes 0.70 mg. 


Crespeicherte Gesamtmenge: Versuchstier 3.72 mg. Kontrollitier 2.341 


Abb. 2?) 
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Abb. 2 


Dritter Versuch. 


Wir injizierten zwei Kaninchen von fast gleichem Gewicht (« 


1250 ¢) 3eg Crysalbin (Au 11.19mg). Bei einem von ihnen ging 
intravenése Injektion von 5cem Koagulen voran. Die Tiere) wurd 


24 Stunden nach der Injektion getétet. Die klinische Untersuchung 
Organe und der ae ergab folgende Resultate: 
Versuchstier. Lunge 0.52 mg, Leber Img. Niere 1.86 mg. Harn 51 


Fazes 0.32 mg. 
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Kontrolltier. Lunge 0.44 mg. Leber 0.60 mg, Niere 1.24 mg, Harn 4 me, 
azes 0.24 mg. 


CGespeicherte Gesamtmenge: Versuchstier 3.40 mg, Kontrolltier 


Abb. 3). 
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Vierter Versuch. 


Wir injizierten zwei Kaninchen von fast gleichem Grewicht (etwa 
1200 ¢) in die Randvene des Ohres 3 ¢g Crysalbin (Au L119 mig be 
einem Von ihnen ying det Darreichung des Idsalzes die mtravenose 
Injektion von Seem Koagulen voran. Die Tiere wurden nach | Stun 
getotet. Die Bestimmung des Goldes in den Organen ergab  folgence 
Resultate: 

Versuchstier. Lunge 0.32 mg. Leber ] mg. Miere 0,90 mg, Harn 2 mg. 
Kontrolitier. Lunge 0.10 mg. Leber 0.50 mg, Niere 0,68 mg. Harn 2 mg 
Gespeicherte Gesamtmenge: Versuchstier 3.40 mg, Kontrolltier 4.30 mez 


i, Abb. 4). 


Fiintter Versuch. 


Wir injizierten zwei Kaninchen von fast gleichem Grewicht in) dir 
Randvene des Ohres 3 ¢g Sulfoerysol (Au 11.19 mg). Bei einem von 
hnen ging der Darreichung des Goldsalzes die intravenése Injektion von 
10mg Heparin voran. Die Tiere wurden 24 Stunden nach der Injektion 
getétet. Die Bestimmung des Goldes in den Organen und in den Aus 
scheidungen ergab folgende Resultate : 
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Versuchstier. Lunge 0 mg. Leber 0.30 mg, Niere 0,60 mg. Harn 5.40 1 
Fazes 040mg. Gespeicherte Gesamtmenge 0.90 mg. 

Kontrolltier. Lunge 0,40 mg, Leber 0,68 mg, Niere 1.24 mg. Harn 41 


Fazes 0.26 mg. Gespeicherte Gesamtmenge 2.28 mg (s. Abb. 5). 
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Versuchster 0,90mg 


Gespeicherfe Gesamtmenge: 
hontrotttier 2.28 mg 
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Abb. 5 


Aus dieser Gruppe von Versuchen geht hervor, daB bei den Tieren 
bei denen der Darreichung des Natriumaurothiosulfats die Injektio: 
von Koagulen vorangeht, eine Verzégerung in der Elimination des 
Goldes eintritt, derart, daB am Ende der Versuchsperiode (meistens 
von der Dauer von 24 Stunden) die Menge des in den wichtigere 
inneren Organen zurtickgehaltenen Goldes bei den mit Koagulen |x 
handelten Tieren die der Kontrolltiere um etwa 50°, iibertrifft. Dir 
groBte Speicherung erfolgt im Verhaltnis in der Leber (66 bis 150° 
weniger, aber immerhin deutlich bemerkbar, in der Lunge und in de: 
Niere ; wenig in der Haut und in den Muskeln, so daB wir uns entschlosse: 
haben, in den folgenden Versuchen die Untersuchung dieser Orgar: 
zu tbergehen. 

Die entgegengesetzten Resultate haben wir nach Injektion vor 
Héparin erhalten (vgl. fiinfter Versuch). In diesem Falle war die Meny 
des gespeicherten Goldes bei weitem geringer bei den Versuchstieren 


bei den Kontrolltieren. Von den untersuchten Organen schien die 
die 


ringste Speicherung die der Lunge zu sein, in der auch nicht 
geringsten Spuren von Gold zu entdecken waren. Die erhaltene: 
Resultate waren so klar, daB wir es nicht fiir nétig hielten, die Unter- 
suchungen in diesem Sinne weiter zu verfolgen, um so weniger, als sii 


mit denen von Jancesé iibereinstimmten, der unter der Einwirkunyg 
von Heparin eine Verminderung der Fixation von Metallkolloiden 1: 
den Retikuloendothelien beobachtet hatte. 

In einer anderen Reihe von Versuchen wollten wir sehen, ob ci: 
Injektion eines gerinnungsférdernden oder gerinnungshemmend 


Mittels die Speicherung eines redikuloendotheliotropen Halbkolloids. 


des Salvarsans, eine der wichtigsten therapeutischen Substanzen, di 
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Leber 0,70 mg, Niere 0,80 mg, 
Harn 24,50 mg. 

Kontrolltier. Lunge qm 0% 
0.50 mg, Leber 2,50 mg, Niere = = ia : 
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sich auch gut zur quantitativen Bestimmung eignet, beeinflussen 
konnte. 

Wir haben uns bei unseren Untersuchungen der Methode von 
Bang bedient, die in einer Zerst6rung der organischen Substanz mit 
Schwefelsiure oder Salpetersiure in der Warme, Destillation des Arsens 
in Form des Arsentribromids und darauffolgenden jodometrischen 
jitration in alkalischem Medium besteht. 

Vorlaufige. mit weiben Mausen ausgefiihrte Kontrollversuche 
haben uns die Genauigkeit der Methode bewiesen, die eine Fehlergrenze 
hat, die zwischen 0,02 bis 004° 9) schwankt. 


Erster Versuch. 


Von zwei Kaninchen von gleichem Gewicht (etwa 700g) injizierten 
wir dem einen in +. Randvene des Ohres 5 cem Koagulen und unmittelbat 
darauf 6eg Neo lL. C. lL. (86mg Arsen), dem anderen nur 6 eg Neo LL. C. 1. 

Die Tiere aaaike n 24 Stunden nach der Injektion getétet. Das Arsen 
wurde in der Lunge. der 
Leber, der Niere und = im 
Harn mit folgendem Ergeb- 


# 


nis bestimmt: 

Versuchstier. Lunge 
0.90 mg, Leber 4.80 mg. Niere 
limg. Harn 8 mg. 

Kontrolltier. Lunge 
0.50 mg, Leber 2,50 mg, Niere +] 050 290 I 
150mg, Harn 14 mg (siehe —m—fi_ 
Abb. 6). 
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Zweiter Versuch. 


Von zwei Kaninchen von 
vleichem Gewicht (etwa 700 g) 
wurden dem einen (immer 
ntravends) 3 mg Heparin 
ind unmittelbar danach 6c¢g 
Neo J.C. 1. injiziert, dem 
anderen nur 6¢g Neo IL. C. I. 

Bei dem 24 Stunden nach 
er Injektion getéteten Tieren 
wurde das Arsen in der Lunge, 
der Leber, der Niere und im 
Harn mit folgendem Ergebnis 
bestimmt : 

Versuchstier. Lunge Omg, 








150mg, Harn 14 mg (siehe ge Leber Mere 
Abb. 7). Abb. 7. 
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Dritter Versuch. 

Zwei Waninchen von gleichem Crewicht (etwa 1300 ¢) injizierten w 
feg Neo (24mg Arsen). Bei einem von ihnen ging der Darreichung de 
Arsenobenzols die intravendose Injektion von 5cem Koagulen voran. De 
Harn wurde von Tag zu Tag gesammelt, und in jeder der Proben wurd 
der Arsengehalt bestimmt. Die Tiere wurden am vierten Tage getétet un 
der Arsengehalt der Lunge. der Leber und der Niere mit folgendem E 
vebnis bestimunt: 

Versuchstier. Lunge O.50mge, Leber 150mg. Niere Img. Harn: 1. Ta 
jing. 2. Tag 3.50 mg, 3. Tag 2 mg, 4. Tag | mg. Ausgeschiedene Cresamt 
menge 12.50 img. 

Kontrolltier. Lunge 0.70 me. Leber 0.50 mg. Niere 0.30 me. Han 
1. Tag lO mg. 2. Tag 4.50 mg, 3. Tag 2.50 mg. 4. Tag 2. mg. Ausyveschiedet 


(resamtmenge 19mg (s. Abb. 8). 
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Abb. 8 


Zum AbschluB dieser Versuchsreihe wollten wir den EinfluB des 
Koagulens auf die Elimination des Arsens beim Menschen untersuchet 
Die Resultate dieser Versuche entsprechen den bei den Tieren erhaltene: 
insofern auch beim Menschen das Koagulen zu einer Verlangsamung 
der Elimination des Medikaments geftihrt hat. 

Es folgt das Protokoll der Versuche. 

Einem Manne von 47 Jahren mit einer luetischen Leberentziindung 
wurden intravenés 10 cg Neo (As — 60 mg) injiziert und die Arsen 
menge in den ersten 6 Stunden im stiindlich ausgeschiedenen Hari 
quantitativ bestimmt: an den folgenden Tagen wurde nur die qualitativ: 
Priifung ausgefiihrt. Am SchluB der Untersuchungsperiode, wenn de 
Harn keine Spur As mehr aufwies, wird die Arseninjektion, diesma 
nach vorausgehender Koaguleninjektion, wiederholt. Die Eliminatio: 
des Arsens wurde wie vorher verfolgt. 

Folgende Werte wurden erhalten: 

Versuch (Neo — Koagulen): 1. Stunde As 7.87 mg. 2. Stunde 3,37 me 
3. Stunde 2.84 mg, 4. Stunde 2,81 mg, 5. Stunde 0,48 mg, 6. Stunde 0.71 mz 
Ausgeschiedene Gesamtmenge in den 6 Stunden 18.08 mg. Die Eliminati« 
dauerte tiber den 8. Tag hinaus an. 
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Kontrollversuch: |. Stunde 2.92 me. 2. Stunde 13.384 me. 3. Stunee 
1.23 mg, 4. Stunde 5.62 mg, 5. Stunde 6.22 mye. 6. Stunde t.l4 mg In 


6 Stunden ausgeschiedene CGesamtmenge 30.47 me. je Elinination horte 
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Abb. 9. 


Die mit Arsenobenzol erhaltenen Resultate unterscheiden sich = in 
nichts von den bei der Injektion von Gold erhaltenen. Auch in diesem 
Falle hat das Koagulen zu einer lingeren Zurtickhaltung des Arsens in 
der Leber gefiihrt. wahrend indessen 


den inneren Organen, besonders it 
das Heparin zu einer schnelleren Elimination des Medikaments vgefiihrt 
hat. Entsprechende Resultate sind bei dem Mann erhalten worden. be 
dem die Elimination des Arsens durch vorhergehende Darreichung von 
Koagulen deutlich verzOgert erscheint. 

Zur Kontrolle dieser Versuchsreihe und um zu untersuchen. ob 
die beobachteten Unterschiede in der Verteilung der Medikamente 
auch wirklich an die Wirkung der injizierten Substanzen auf die Blut- 
gerinnung gebunden sind, oder nicht etwa von anderen, nicht genau 
zu bestimmenden Eigenschaften des Koagulens abhangig sind, haben 
wir noch andere Versuche unternommen, bei denen wir als Koagulin 
Clauden und Calciumchlorid, als Antikoagulin Kaliumoxalat angewandt 
haben. 

Die folgenden Resultate beweisen, das Clauden und Calciumchlorid 
auf die Verteilung des Arsens die gleiche Wirkung des Koagulens ausiiben, 
wahrend die Wirkung des Kaliumoxalats jener des Heparins entspricht. 
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Erster Versuch. 


Zwei Kaninchen von fast gleichem Gewicht (etwa LOOO g) injizierte: 


wir intravenOés etwa 6 g Neo, bei einem von ihnen ging der Darreichung de- 


Arsenobenzols die intravendése Injektion von 10 cem des Hamost yptikum 
Clauden voran. Die Tiere wurden 24 Stunden nach der Injektion getétet 
und das Arsen wurde in der Lunge, Leber, Niere und im Harn mit folgenden 
Ergebnis bestimmt : 


Versuchstier. Lunge 0,35 mg, Leber 2.05 mg, Niere 0.58 mg. Har 
18.60 mg. Gespeicherte Gesamtmenge 2.98 mg. 

Kontrolltier. Lunge 0.80 mg. Leber 2.85 mg, Niere 1.50 mg, Har 
11.15 mg. Gespeicherte Gesamtmenge 5,15 mg (s. Abb. 10). 














Leber Mere Harn = Gesamtmenge 


Abb. 10. 


Zweiter Versuch. 

Zwei Kaninchen von fast gleichem Gewicht (etwa 2000 g) injizierten 
wir intravenés 6eg Neo. Bei einem von ihnen ging der Darreichung des 
Arsenobenzols dié intravenése Injektion von 7 cem einer 10° ,igen Losunyg 
von Calciumehlorid voran. Die Tiere wurden 24 Stunden nach der Injektion 
getéotet und das Arsen in der Lunge, Leber, Niere und im Harn bestimmt 
mit folgendem Ergebnis: 

Versuchstier. Lunge 0,88 mg. Leber 3,14 mg, Niere 1,10 mg, Harn 13 my 
Gespeicherte Gesamtmenge 5,12 mg. 

Kontrolltier. Lunge 0,50 mg, Leber 1,84 mg, Niere 0.80 mg, Harn 18 mg 
Gespeicherte Gesamtmenge 3,14 mg (s. Abb. 11). 
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Dritter Versuch. 


Zwei Kaninchen von gleichem Gewicht (1150 g) injizierten wir intravends 
iieg Neo. Bei einem von ihnen ging der Darreichung des Arsenobenzols die 
ntravenése Injektion von 10 ccm einer 2° ,igen Lésung von Kaliumoxalat 
voran. Die Tiere wurden nach 24 Stunden getétet und das Arsen in der 
Lunge, Leber, Niere und im Harn mit folgendem Ergebnis bestimmt: 

Versuchstier. Lunge 0 mg, Leber 0,30 mg, Niere 0,90 mg. Harn 26.34 mg. 
(respeicherte Gesamtmenge 1,20 mg. 


Kontrolltier. Lunge 
0,56 mg, Leber 2,60 mg, > id 
Niere 1,60mg, Harn 13mg. ° o 
: A. 
(respeicherte (resamtmenge Ss 
1) 9 22 S 
4.70 mg (s. Abb. 12). 2) ® 
Obwohl die Ergebnisse yg! & Rag 
: } S 
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Abb. 12. 











wollten wir dennoch als Kon- 
trolle priifen, ob die Blok- 
kierung des Retikuloendothels, oder damit gleichbedeutend die Injektion 
einer Substanz mit der Tendenz, sich an die Elemente des retikulo- 
endothelialen Systems zu fixieren, nicht imstande sei, auf irgendeine 
Weise die normale Fixierung der injizierten Medikamente zu_ver- 
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andern. Deshalb haben wir bei einem der Kaninchen der Injektion 
des Arsenobenzols eine Injektion von 10 cem einer 2°, igen Lésung 
von Kongorot vorangehen lassen. Der Ausgang des Versuchs war 
vollstandig negativ, insofern als bei der in den Organen des Versuchs- 
tieres und des Kontrolltieres ausgefiihrten Arsenbestimmung genau 
die gleichen Werte erhalten wurden, die hier folgen: 


Biochemische Zeitschrift Band 262. 91 
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Versuchstier. Lunge 0,48 mg, Leber 1,76 mg, Niere 0.80 mg, Harn 
16,52 mg. Gespeicherte Gesamtmenge 3,02 mg. 

Kontrolltier. Lunge 0,46 mg, Leber 1,82 mg, Niere 0,72 mg, Harn 
17,64 mg. Gespeicherte Gesamtmenge 3 mg (s. Abb. 13). 

Wie aus den dargelegten Protokollen hervorgeht, zeigt der Ausgang 
unserer Untersuchungen nicht zu vernachlassigende, individuell: 
Unterschiede an, die aber immer unter den kleinsten Werten liegen 
die die pharmakologische Wirkung der angewandten Substanzen 
charakterisieren. Die beobachteten Erscheinungen dirften einer all 
gemeinen Regel entsprechen, nach der gerinnungsfordernde Substanzen 
die Fahigkeit besitzen, die Speicherung gewisser Medikamente in den 
inneren Organen, besonders in der Leber, zu erleichtern, die gerinnungs 
hemmenden dagegen deren Elimination zu férdern. Wenn auch diese 
Wirkung auf begrenzte Gruppen von Medikamenten zu beschranken 
ist, so scheint doch die Méglichkeit, in gewissen Grenzen die Elimination 
bzw. die Speicherung gewisser Medikamente zu variieren, sowoli| 
vom biologischen Gesichtspunkt, wie von dem der méglichen thera- 
peutischen Riickwirkung aus, nicht ohne Interesse.  Sicher ist de 
Gedanke sehr bestechend, z. B. das Salvarsan bei unveranderte: 
Dosierung in gréBeren Mengen fixieren zu kénnen, wenn der spezifische 
ProzeB besonders die Leber betroffen hat (luetische Hepatitis), oder 
die Elimination von Giften zu beschleunigen. Aber so suggestiv auch 
diese Folgerung sein mag, sie wiirde nur in dem Falle annehmbar sein, 
daB die mutmaBliche Erhéhung der therapeutischen Wirkung_ tat- 
sichlich nachgewiesen ware: denn es ist auch denkbar, daB dic 
Speicherung der Medikamente in biologisch unwirksamer Weise er 
folgen kénnte, und daB diese Inaktivierung fiir einige, aber nicht fiir 
andere Substanzen eintrate. Wie dem auch sei, so sind doch die 
Beobachtungen von Minot und Reznikow interessant, die, siche 
von ganz anderen Gesichtspunkten ausgehend, vorgeschlagen haben 
bei Bleivergiftungen Calciumchlorid zusammen mit einer Diidt, die fast 
nur aus Milch und Gemiise besteht, anzuwenden. Der EinfluB des 
Calciumchlorids auf die Elimination des Bleies fiigt sich so vollkommen 
in die allgemeine von uns oben aufgestellte Regel ein, daB die Hei! 
methode der amerikanischen Autoren gewissermaben ein therapeutische 
Beweis fiir unsere experimentellen Daten ist. 


Literatur. 
Jancs6, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 56, 1927. Derselbe, Wiis 
Wochenschr. 1931, Nr. 12. — Schulemann, zit. nach Janceso. Robusc/ 
Boll. Soc. Ital. Biol. Sper. 1932. — Keiding, Acta Tubere. Scand. 1, H. 


Minot u. Reznikow, Presse Méd. 1932, Nr. 51. 


1925. 
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Studien iiber Oxyaminosiuren. 


Von 
Emil Abderhalden und Franz Broieh. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a. 8.) 


Ausgetiihrt mit Mitteln der deutschen Gemeinschatt zur Férderung und 
Erhaltung der Forschung.) 


(Eingegangen am 11. April 1935.) 


Verschiedene Beobachtungen der letzten Zeit geben Anlab, den 
Oxvaminosiuren besondere Aufmerksamkeit zu widmen. Es ist immer 
wieder die Vermutung ausgesprochen worden, da am Aufbau der 
Proteine mehr Aminosauren der genannten Art beteiligt seien, als bisher 
angenommen worden ist. AuBer den als EiweiBbausteine sichergestellten 
Oxvaminosauren Serin, Tyrosin, Oxyglutaminsiure und Oxyprolin 
sind von S. B. Schryver und seinen Schiilern' aus Pflanzeneiweib- 
stoffen noch Oxyaminobuttersdure, Oxyvalin und Oxylysin beschrieben 
worden. Keine der genannten Verbindungen ist in ihrer Struktur 
eindeutig aufgeklirt. Befunde, wie die Bildung von Dibenzoylderivaten 
bei Durchfiihrung der Benzoylierung in gewéhnlicher Art erwecken 
Zweifel, ob die isolierten Verbindungen die angenommene Struktur 
besitzen. S. P. L. Sdrensen und A.C. Andersen® haben namlich mehrere 
z-Aminooxysauren der Benzoylierung unterworfen. Sie erhielten, 
wenn sie dafiir sorgten, daB die Reaktionsfliissigkeit bestandig alkalisch 
(etwa halbnormal) gehalten wurde, ausnahmslos Monobenzoylderivate 
Nur dann, wenn die Benzoylierung in ganz schwach alkalischer Losung 
vollzogen wurde, kam es zur Bildung von Dibenzoylverbindungen 
Bei Wiederholung der Benzoylierung von Serin konnten der eine von 
uns (Abderhalden) und H. Brockmann? bei Anwendung der von den 
genannten Autoren mitgeteilten Vorschriften nicht zum = Dibenzoy!1- 


1S. B. Schryver ue. H.W. Buston, Biochem. J. 15, 636, 1921; 18, 
1070, 1924; Proc. Roy. Soc. B. 99, 476, 1926. 

* Zeitschr. f. physiol. Chem. 56, 236, 1908. 

3 Diese Zeitschr. 225, 426, 1930. 
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serin gelangen. Die Wiederholung des Versuchs hat zu einer tiber- 
raschenden Aufklarung der Ursache des MiBerfolges gefiihrt. Es wat 
nimlich bei der Darstellung des Serins nach der Methode von H. Leuchs 
und W. Geiger! die Cberfiihrung des f-Athoxy-z-alanins in Serin 
nicht, wie von den genannten Autoren angegeben, mit konzentrierte: 
Bromwasserstoffsiure vom spez. Gew. 1,49 durchgefiihrt worden, viel- 
mehr mit einer solchen vom spez. Gew. 1,14. Dieser Irrtum ist aut 
einen Druckfehler zuriickzufiihren, der sich im Biochemischen Hand 
lexikon IV, 525, findet. Es war infolgedessen die Athoxygruppe nicht 
abgespalten worden. Die dargestellte Verbindung war nicht Mono- 
benzoylserin, vielmehr Monobenzoylathoxyalanin. Wir kamen auf dic 
Wiederholung der Versuche der Benzoylierung des Serins zuriick, weil 
der eine von uns (Abderhalden) gemeinsam mit A. Bahn? beobachtet 
hatte, daB die N-Benzoylgruppe des Serins im Gegensatz zu derjenigen 
der keine Oxygruppe aufweisenden aliphatischen Aminosiuren durch 
verdiinnte Saure auffallend leicht abspaltbar ist. 

Wir haben zunachst, wie aus dem experimentellen Teil hervorgeht, 
das Verhalten von Dibenzoyl-d, l-serin, Dibenzoyl-d, l-isoserin, Benzoyl- 
d, l-ithoxyalanin, Benzoyl-d, l-leucyl-d, l-alanin und Benzoyl-d, l-alanin 
gegeniiber n-Natronlauge gepriift. Es zeigte sich, daB die O-Benzoy! 
gruppe, wie bereits Sdrensen und Andersen festgestellt haben, bei der 
Einwirkung von Alkali sofort abgespalten wird. Die N-Benzoylgruppe 
sitzt erheblich fester. Der zeitliche Verlauf ihrer Abspaltung ist be) 
den verschiedenen untersuchten N-Benzoylaminosauren und Dipeptiden 
ein ahnlicher. Bemerkt sei, daB alle Bestimmungen mehrfach wiederholt 
wurden. Nicht beriicksichtigt ist iibrigens bei der Verwendung der 
benzoylierten Dipeptide die Lésung von OC-NH-Bindungen zwischen 
Aminosauren. Es kam uns im wesentlichen nur auf die Verfolgung 
des Verhaltens der O-Benzoylgruppe an. Diese war abgespalten, bevo1 
es zu einer in Betracht kommenden Hydrolyse des Dipeptids selbst 
kam. 

Gegen verdiinnte Saure ist die O-Benzoylgruppe viel bestandige: 
als gegen verdiinntes Alkali (vgl. die im experimentellen Teil angefiihrten 
Beispiele). 

Wir haben auBer der Dibenzoylverbindung des Serins auch noch: 
nach dem Verfahren von ©. Bergmann und L. Zervas® und unter 
Innehaltung der fiir die Darstellung des Dibenzoylproduktes erforde 
lichen Bedingungen das Dicarbobenzoxyserin dargestellt. Wie zu er- 
warten, zeigte es sich, daB die an der Oxygruppe sitzende Grupy. 
sehr leicht abspaltbar ist. 

1 Chem. Ber. 39, 2644, 1906. 


2 Zeitschr. f. physiol. Chem. 210, 246, 1932. 
3 Chem. Ber. 65, 1192, 1932. 
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SchlieBlich haben wir zur Kontrolle friiherer Befunde! d, |-Leucyl- 
d, |-serin der Eimwirkung von Erepsin und Trypsinkinase unterworfen 
und in Bestatigung derselben gefunden, daB das erstere Ferment das 
Dipeptid angreift, der letztere Fermentkomplex jedoch nicht. 

Neben dem Problem des Vorkommens weiterer Oxyaminosiuren 
in Proteinen interessiert die Frage, inwieweit die Méglichkeit besteht, 
die bekannten quantitatiy zu bestimmen. Vom Serin ist bekannt, dab 
es leicht zersetzt wird?. Unsere Versuche verfolgten den Zweck, einen 
Einblick in die Verluste an Serin zu erhalten, wenn unter den gewohn- 
lichen Bedingungen der EiweiBhydrolvse gearbeitet wird. Zunachst 
unterwarfen wir eine bekannte Menge von d, |-Serinathylester der 
Destillation unter vermindertem Druck. Es zeigte sich, wie aus dem 
experimentellen Teil hervorgeht, daB nur etwa ein Drittel der an- 
gewandten Menge in unverandertem Zustande zuriickgewonnen werden 
konnte. Neben Serinester lieB sich das von Emil Fischer® beschriebene 
Serinanhydrid A isolieren. Das von ihm auBerdem beobachtete An- 
hvdrid B konnten wir nicht feststellen. Beim Kochen von Serin mit 
25° iger Schwefelsiure wahrend 8 bis 12 Stunden beobachteten wir 
Abspaltung von Ammoniak und Kohlensiure. Es lieben sich ferner 
Milchsaure feststellen und Brenztraubensiure. Ferner isolierten wir 
Serin und endlich Glykokoll. Bei der Behandlung von Serin mit Baryt 
kamen wir zu denselben Ergebnissen, wie sie kiirzlich von F. S. Daft 
und R. D. Coghill erhalten worden sind?#, 

-Es unterliegt keinem Zweifel, daB zur Zeit keine Methode existiert, 
die gestattet, den Gehalt von Proteinen an Serin quantitativ zu be- 
stimmen. Die in der Literatur angegebenen Ausbeuten an dieser Amino- 
siure sind somit zu niedrig. Man kann nach unseren Erfahrungen 
héchstens mit etwa einem Drittel des wirklichen Gehaltes an Serin rechnen. 
Bei den Versuchen tiber die Zersetzung der genannten Oxyvaminosiure 
unter dem EinfluB8 von Séure und Alkali fahndeten wir auch auf Acet- 
aldehyd.  Bekanntlich hat O. Riesser® bei der alkalischen Hydrolyse 
von Eiweibkérpern diesen Aldehyd festgestellt. Der genannte Forscher 


! EB, Abderhalden u. F. Schweitzer, Fermenttorsch. 11, 287. 1930. 

? Vel. hierzu die alteren Beobachtungen von Erlenmeyer, Chem. Ber. 
35, 3769, 1902; EB. Baumann, ebenda 15. 1735, 1882. Uber sehr interessante 
Beobachtungen an den Baustein Serin aufweisenden Verbindungen  be- 
richtet .W. Bergmann (vgl. M. Berqmann, E. Brand uu. F. Weinmann, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 181, 1, 1923; MW. Bergmann u. E. Brand, Chem. 
Ber. 66, 1280, 1924; A/. Bergmann, M. Miekeley, F. Weinmann u. BE. Kann, 
Zeitschr. f. phyiol. Chem. 148, 108, 1925; vgl. ferner Fritz Bettzieche, 
ebenda 151, 177, 1925). 

3 Chem. Ber. 40. 1501, 1907. 

4 J. of biol. Chem. 90, 341, 1931. 

5 O. Riesser, Zeitschr. f. physiol. Chem. 196, 261, 1931. 
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hat bereits nach einer Quelle fiir diesen gefahndet, jedoch ohne Erfolg 
Er prifte u. a. auch das Verhalten von Serin. Wir erhielten bei de: 
Kinwirkung von Alkali auf Serin und Leucyl-serin in Cbereinstimmung 
mit der Beobachtung von O. Riesser ebenfalls keinen Acetaldehyd, 
wohl aber haben wir Anhaltspunkte dafiir, daB es beim Kochen der 
genannten Verbindungen mit Saure gebildet wird!. Es besteht nun 
noch die Méglichkeit, daB Serin sich anders verhalt, wenn es nicht 
wie in dem von uns untersuchten Dipeptid die Carboxylgruppe tragt 
vielmehr die Polypeptidkette eréffnet. Wir sind mit dem Versuch, 
Polypeptide dieser Art zu gewinnen, beschaftigt. 


Experimenteller Teil. 
1. Darstellung der Substrate. 
d,l-Leucyl-athoxy-alanin. 

a) d,l-x-Bromisocapron yl-dthoxry-alanin. 2,5 g da, 1-Athoxyalanin wur- 
den in 8cem Wasser plus 22cem n Natronlauge gelést. Unter Kiihlung 
wurden dann in drei Portionen 5,9 g d, l-x-Bromisocapronylehlorid und 
28ccm n-Natronlauge zugesetzt. Beim Anséuern fiel der Bromkérpe: 
zunachst als dickes Ol aus, das nach kurzer Zeit kristallin erstarrte. Um 
kristallisation aus Ather-Benzol: zu Rosetten vereinigte Nadeln. Schmelz 
punkt 136°. Ausbeute 3.5 g. 

34.2 mg Substanz verbrauchten nach Ajeldahl 1,1l5cem n/10 H,SO, 
Berechnet : 4,50°, N, gefunden: 4.719 N. 

b) Aminierung. Der Bromkérper wurde in der fiinffachen Meng: 
25 °.igen Ammoniaks gelést. Nach dreitagigem Stehen der Lésung bei 37 
wurde sie zur Trockne verdampft und das Abdampfen wiederholt. De: 
Riickstand wurde in wenig heiBem Wasser gelést und die Lésung mit vie! 
Alkohol versetzt. Zur Analyse wurde bei 110° bei Gewichtskonstanz 
trocknet. Schmelzpunkt 251°. 

0.0575 ¢ Substanz verbrauchten 4.6cem n/10 H,SO,.  Berechnet 
11,38°, N, gefunden: 11.22°, N. 


Dibenzoyli-d, l-serin®. 


1 g Serin wurde in 9,5cem Wasser gelést. Zur Kupplung verwendete: 
wir 4,5cem Benzoylchlorid und insgesamt 14,40 cem 5 n-Natronlaug: 
Das Saurechlorid und die Lauge wurden in neun Portionen unter Eiskiihluny 
zugegeben. Zuerst gaben wir 0,9 cem Lauge zu und dann neunmal je 0,5 cen 
Saurechlorid plus 1.5 cem Lauge. Nach Beendigung der Kupplung wurd: 
angesduert und der entstandene Niederschlag auf Ton getrocknet und 
hierauf mit viel Ligroin ausgezogen. Der in diesem unloésliche Teil wurd: 
dreimal aus Alkohol-Wasser umkristallisiert. Schmelzpunkt 124°. Zur 
Analyse getrocknet bei 90°. 

4.710 mg Substanz ergaben 0,182 ccm N, (748 mm, 22,5°). Gefunde: 
4,399) N, berechnet 4.47 °, (fiir Dibenzoylserin). 


1 Die Versuche werden mit gr6Beren Serinmengen fortgesetzt. 
2 Vogl. hierzu Sérensen u. Andersen, 1. c. 
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Dibenzoyl-d, l-leucyl-d, l-serin. 

0.4 g d, l-Leucyl-d, l-serin (Schmelzpunkt 218°) wurden in wenig Wasser 
gelést unter Zugabe von 1,8cem n Natronlauge, Gekuppelt wurde mit 
| eem (1,25 g) Benzoylchlorid plus 16 cem n Natronlauge unter Eiskiihlung. 
Der beim Ansauern entstandene Niederschlag wurde mit Ligroin aus- 
vezogen und der in ihm unlésliche Riickstand in wenig Alkohol gelést. 
Dann wurde filtriert und vorsichtig mit Wasser versetzt. Es erfolgte 
Kristallisation. Schmelzpunkt 195°. Ausbeute 0,35 g. Getrocknet bei 110°. 

23,5mg Substanz verbrauchten 1,05cem n/10 H,SO,. 9 Gefunden: 
6,28°) N. berechnet: 6,56°, N (ftir Dibenzoyl-leucyl-serin). 


Dibenzoyl-d, l-isoserin. 
Die Benzoylierung erfolgte wie beim Serin beschrieben. Die Ausbeute 
war jedoch erheblich schlechter als bei diesem. Schmelzpunkt 129°. 
56,5 mg Substanz verbrauchten 1,70 cem n/10 H,SQ,. Jerechnet : 
4.489 N, gefunden: 4.23°, N. 


Benzoyl-d,l-athoxy-alanin. 


lg d, l-Athoxyalanin wurde in 9,5 ¢em Wasser gelést. Dann wurden 
in fiinf Anteilen unter Kiihlung 5,3 g¢ Benzoylchlorid und 14,25cem in 
Natronlauge zugegeben. Die nach dem Ansauern entstehende Fallung 
wurde wie ublich von Benzoesiure befreit und das Benzoylderivat aus 
Alkohol-Wasser umkristallisiert. Schmelzpunkt 148°. 

44.6 mg Substanz verbrauchten 7.95¢ecem n 10 H,SO,.  Berechnet : 
5.98°, N,. gefunden: 6.10% N. 


Dicarbobenzoxy-serin. 


2.5g Serin wurden in 5cem 5n Natronlauge gelést und mit l0¢g 
Benzoylesterkohlensaurechlorid (= 8.5cem) plus 11,80 cem 5 n-Natron- 
lauge gekuppelt, und zwar erfolgten die Zusatze in fiinf Portionen. Beim 
Ansauern fiel ein dickes Ol aus, das allmahlich fest wurde. Die iiberstehende 
Losung wurde abgegossen und der Riickstand mit Petrolather verrieben 
und aus Ather-Wasser umkristallisiert. Schmelzpunkt 88 bis 89°. Aus- 
heute 3,5 a. 

0,1003 g verbrauchten 2,45ccem n/10 H,SO,.  Berechnet: 3.76°, N, 
gefunden: 3,42°, N. 


2. Versuche tiber das Verhalten des Serinesters bei der Destillation und des 
Serins gegeniiber Alkali und Sdure. 


18g d,.1l-Serinester wurden bei 2mm Hg destilliert. Zwischen 74 
bis 80° gingen 0.5 g eines dicken Ols iiber. Dieses wurde durch Kochen mit 
Wasser verseift und reines Serin (Schmelzpunkt 239 bis 240°) isoliert. Der 
Destillationsriickstand wurde in viel heiBem Wasser gelést und die Lésung 
mit Tierkohle entfarbt. Beim Einengen kristallisierten 0,5 g Serinanhydrid A 
(Schmelzpunkt 265°) in spitzen Nadeln aus. Anhydridreaktion stark 
positiv. Aus der Mutterlauge gewannen wir weitere Mengen des gleichen 
Produktes, wahrend das von E. Fischer beschriebene Serinanhydrid B 
nicht aufgefunden werden konnte. 























Ek. Abderhalden u. F. Broich: 
Behandlung von d,l-Serin mit 25°, iger Schwefelsaure. 

Vorversuch. 0.7 @ Serin wurden mit 60 cem 25° ,iger Schwefelsaur = 
S$ Stunden am RickfluBkiihler gekocht.  Hierauf wurde aut gebildete- 
Ammoniak getahndet. Es zeigte sich, dai etwa !/, der angewandten Serin 
menge zersetzt worden war. 0 

0,1 g Serin wurden mit 25°,iger Schwefelsaure unter Durchleiten von 2 
Stickstoff 8 Stunden lang gekocht. Den Gasstrom leiteten wir durch Ba (OH). ; | 
ab. Es konnten 4,9 mg CO, festgestellt werden. 16 

Besondere Aufmerksamkeit wurde bei der Einwirkung von Alka! {8 
auf Serin (auBerdem hydrolysierten wir in der gleichen Weise d, |-Leucy! 2 
d. l-serin) auf das Auftreten von Acetaldehyd verwendet. In Uberein 
stimmung mit der Beobachtung von O. Riesser' lieB sich keine Spur vor ruy 
diesem feststellen, wohl aber konnten wir qualitativ Acetaldehyd nach 
weisen, wenn mit Saure gekocht wurde. _— 

Hauptversuch. Wir kochten 2g Serin in 30cem 25° iger Schwefe! 
saure 12 Stunden lang am RiickfluBkiihler. Die etwas mit Wasser verdiinnt: 

Lésung wurde dann mit Ather ausgezogen. a 

l. Atherauszugq. Er wurde zur Trockne verdampft und der Riickstancd 3 
in Wasser gelést. Er gab mit Veratrol Milchsaiurereaktion. Die wiisseriys 1 
Lésung wurde mit Phenylhydrazin versetzt und kurze Zeit erwarmt. E- 1H 
fiel ein dicker Brei von gelben Nadeln aus. Schmelzpunkt 191°. Misc} 48 
schmelzpunkt mit Brenztraubensdurephenylhydrazon ergab keine Dx SO 
pression. Ausbeute an Brenztraubensaéure 40 mg. 

2. Saure Loésung. Die Schwetelsiure wurde quantitativ mit Baryt IV. 
entfernt und das Filtrat vom Bariumsulfat auf dem Wasserbad eingeengt — 
Dabei kristallisierte Serin aus. Ausbeute 1g. Schmelzpunkt 245°. I 

63,5 mg Substanz verbrauchten 6,1 cem n/l0 H,SO,. Berechnet fii 
Serin 13,32°, N, gefunden: 13.4%, N. () 

Aus der Mutterlauge konnten noch weitere 0,3g¢ Serin gewonne! 3 
werden. Beim Versetzen der nach der Entfernung des Serins verbleibende: - 
Lésung mit Pikrinsaure erhielten wir gelbe Nadeln, die sich bei 178° zer 48 
setzten. Es handelte sich um Glycinpikrat. RR 

159 
3. EBinwirkung von n NaOH. 

Die m/10 Lésung der Substrate wurde bei 37° aufbewahrt. Titriert 
wurden 2 cem in 5cem Pyridin ',cem Phenolphthaleinlésung (2 °,) 1 aa 
n/10 H,SQ,. Dy. 

I. Dibenzoyl-d,1-serin. 
1S) 
Dauer des Versuchs “Na bs Lg Zuwachs toe = 4 SOn = 
0 Min 2.1 — — -~ 
ts 4.4 +23 57,5 (7,5) S 
10 , 4.5 + 0,1 60.0 (10,9) 
1 Std 4,65 + 0,15 63,5 (13,5) 
16, 4.9 + 0,25 70,0 (20,0) —_— 
a seat ee Gs 5,3 + 0,4 80,0 (39,0) Da 
a ane ae 5.5 + 0,2 85,0 (35,9) 

* Die in Klammern angefiihrten Zahlen beziehen sich auf die Abspaltung der >‘ 0 St 

Benzoylgruppe. 4 
i: 
1 O. Riesser, |. ¢. 
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Oxyamiunosaéuren. 


Ll. Dibenzoyl-isoserin. 


> 0) kend 
ond 





com no 


Dauer des Versuchs NaH Zuwachs 
Q Min. . 2.00 
. ae 3.55 1.55 
10 ss 4.20 - 0.65 
1 Std. 4.45 + 0,25 
16 4.50 + 0.05 
= 4.80 + 0,30 
12 4,90 + 0.10 


* Die in Klammern angefiihrten Zahlen beziehen sich 


ruppe. 


Ill. Benzoyl-d,l-athoxy 


Spalt 
4 


39,0 
DD.0 
61,3 
62.5 
700 
72,5 


auf die Absp 


alanin. 


ung in (100 
eem nl NaOll) 


0 


altung der N-Benzoy 





Dauer des Versuchs 


0 Min. . 

1 Std. 

a) 

48 

[V. Dibenzoyl-d 


com n 10 NaOH 


Wholomwin po 


.l-leuevl-d.1-serin. 


Zuwachs 


+ 0,12 
0.28 

- O20 

- 0,25 
0.35 


Hier w 


Spaltung in © 9 (100¢ 


urde j 


2ocem n lo NaOH) 


6.0 
20.0 
30.0 
42.5 
60.0 


e lLeem titriert. 





Dauer des Versuchs 


eem n 10 NaOH 


Zuwachs 


s 


paltung in ©, (100 
2ecem nile NaOH 








() Min. 1,1 ~ 7 
3 * 2,25 + 1,15 DD 
1 Std. 2,25 5D 
16 2.65 + 0.4 77 
48 3.0 +. 2.35 9D 
—— 3.6 + 0,6 125 
159 3.75 015 132 
V. Benzoy!-d.l-leueyvl-d.l-alanin. | cem titriert. 
. Spaltung ( ) 
Dauer des Versuchs com n 10 NaOH Zuwachs get po 10 eae 
Std. 1,05 -- 
oe 1,55 OD 25 
24 =, 1.65 0.1 30 
45 1.65 30 
72 1.70 0,05 32.5 
VI. Benzoyvl-d.l-alanin. | cem titriert. 
» Spaltung in ©, (100 
Dauer des Versuchs ecm n 10 NaOu Zuwachs rp ’ 1 NaQhy 
0 Std. 1,05 - 
c_ 1.25 0,2 20 
48 1.30 0.95 25 
a 1.40 0.10 35 








3258 IX. Abderhalden u. F. Broich. 


4. Einwirkung von Sduren. 
Verwendet wurde n HC! (37°). m/LO Lésung in n HCl. Zu 1 cen 
titriert. 
I. Dibenzoyl-d,l-serin. 








Dauer des Versuchs ecem n/l0 NaOH Zuwachs pom a ton 
0 Min. . 1,0 — 
__ eee 1,0 — 
eS se aw oa ha 1,0 _— 
eee 14 + 0,4 20 
40, 1,4 20 
64 1,5 + 0,1 25 
Il. Dibenzoyl-d, l-leueyvl-d, l-serin. 
Dauer des Versuchs ecm n10 NaOH Zuwachs oe Neon 
OMe sc oo se & $s 1,05 _— - 
ee ee 1.40 0,36 11,8 
_ eee i ee 1,50 O1 15,0 
ca ere rane Goat i 1,60 0.1 18,3 
96, Go os se ee 1.60 os 18,5 


Zusammenfassung. 


Die Beobachtung von Sdrensen und Andersen, wonach bei de: 
Benzoylierung von Serin bei schwach alkalischer Reaktion die Di 
benzoylverbindung entsteht das gleiche ist fiir Jsoserin der Fall und 
fiir Polypeptide, in denen Serin als Baustein vorhanden ist —, wird 
entgegen friiheren Beobachtungen bestatigt und deren Ursache auf 
geklart. Die O-Benzoylgruppe wird aus Dibenzoylserin und _ -isoserin 
durch Alkali augenblicklich abgespalten. In entsprechender Weis 
laBt sich Dicarbobenzoxyserin darstellen. In Ubereinstimmung mit 
vorliegenden Beobachtungen wird nachgewiesen, da Serin sowohl! 
durch Alkali als auch durch Saure leicht zersetzt wird. Beim Kochen 
mit 25 “Gig. Schwefelsiure kommt es zur Bildung von Milchsaure, Brenz 
traubensdure, Glykokoll, Ammoniak und Kohlensiéiure. Ferner wird 
gezeigt, daB bei der Destillation des Serinesters erhebliche Verlust: 
eintreten. Aus den gemachten Beobachtungen ergibt sich der Schlub, 
daB die aus EiweiBstoffen isolierten Serinmengen nur etwa einem Dritte! 
ihres wirklichen Gehaltes an dieser Aminosaure entsprechen. 
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Uber den Einflub der Monojodessigsiure 
auf die bakterielle und enzymatische Glucosidspaltung. 


Vi ym 
Kurt Meyer. 


(Aus der Bakteriologischen Abteilung des Rudolf Virchow-Krankenhauses 
in Berlin.) 


(Einge gangen am 11. A pril 1933.) 


I. 


Nachdem in ciner friiheren Mitteilung! gezeigt war, daB~ Mono- 
jodessigsiure (MJE.) die bakterielle Milchsaiurebildung aus Trauben- 
zucker in gleicher Weise wie die Milchsdéurebildung im = arbeitenden 
Muskel hemmt. war es von Interesse. zu untersuchen. ob die MJE. 
auch eine andere charakteristische fermentative Leistung der Milch- 
siurestreptococcen, die ebenfalls zur Saurebildung fithrende p-Glucosid- 
spaltung, unterdriickt. 

Die Versuche wurden bis in alle Einzelheiten in der gleichen Weise 
ausgefiihrt wie bei der friiheren Untersuchung. Nur diente als Substrat 
Asculin-, Amygdalin-, Arbutin- und Salicinbouillon. 

Es ergab sich*, daB MJE. wie bei den Glucoseversuchen in einer 
Konzentration von m/5000 die Saurebildung vollig unterdriickte und 
noch bis zu m 1000000 herab eine teilweise Hemmung erkennen lich. 
Auch die Saurebildung sich vermehrender, also in voller Lebenstatigkeit 
stehender Bakterien wurde unterdriickt. Es war aber nicht nur die 
Saurebildung gehemmt, sondern es trat tiberhaupt keine Spaltung der 
Glucoside ein, wie aus dem negativen Ausfall der Reduktionsproben 
sowie der hochempfindlichen Eisenchloridreaktion auf Asculetin beim 
Asculin und auf Salievlalkohol beim Salicin hervorging. Vergleichs- 
versuche mit Formaldehyd und Phenol erwiesen die Spezifitat der 
MJE.-Wirkung. 


' Kurt Meyer, diese Zeitschr. 256, 105, 1932. 
* Mit Riicksicht auf die Raumknappheit muB von der Wiedergabe 
von Protokollen und Tabellen abgesehen werden. 














330 KK. Meyer: 


Es ergibt sich demnach, daB die MJE. auf die Glucosidspaltu 
durch Milchsdurestre ptococcen eine dhnlich starke spezifische Hemmuny 
wirkung austbt wie auf die Milchsdurchildung aus Glucose. 


Hiernach lag die Frage nahe, wie MJE., die die meisten  bisly 
untersuchten enzymatischen Prozesse unbeeinfluBt laBt, sich gegeniihe 


der Glucosidspaltung durch Emulsin' verhalt. Es zeigte sich, dat 
Spuren einer Hemmung es wurde die aus einer m 20 Salicinlésuny 
abgespaltene Glucosemenge nach Bertrand bestimmt erst. bei eines 


Konzentration der MJE. von m 500 erkennbar wurden und dab ein 
vollige Unterdriickung erst bei m 10 eintrat. Die Hemmungswirkuny) 
der MJE. war gegeniiber dem Emulsin somit etwa 500 fach schwiich 
und also offenbar ganz anderer Art als die spezifische Wirkung aut 
die bakterielle Glucosidspaltung. 

Die Vermutung, da dieser Unterschied dadurch bedingt sein 
kénnte, daB bei der Versuchsanordnung der Emulsinspaltung von 
vornherein eine grobe Enzvymmenge mit der MJE. in Bertthrung gebracht 
wird, wahrend bei der bakteriellen Spaltung die geringen in der Zeit 
einheit gebildeten Enzymmengen sogleich auf einen groben MJE.- 
CUherschuB stoBen, bestatigte sich nicht. Es zeigte sich namlich, dat 
zur Hemmung geringer Emulsinmengen anndahernd die gleichen hohev 
MJE.-Konzentrationen erforderlich waren, wie zur Hemmung zehnijach 
hoherer Enzymdosen. 

DaB auch minimale Emulsinmengen, die, nach der Spaltung- 
leistung beurteilt, nur einen Bruchteil der von den Bakterien innerhal! 
der gleichen Versuchszeit gebildeten Enzymmenge darstellen, durc! 
eine MJE.-Konzentration, die zehnfach héher ist als zur vélligen Unter 
driickung der bakteriellen Glucosidspaltung erforderlich, nicht nach: 
weisbar beeinfluBt werden, zeigte eine Versuchsanordnung, bei der j: 
eine Reihe steigender Emulsinmengen mit und ohne Zusatz von m 250) 
MJE. 6 Stunden auf eine Asculinlésung einwirkte. In beiden Reihe: 
war nach Eisenchloridzusatz die erste Spur einer Griinfarbung be: 
genau derselben Enzymkonzentration erkennbar, und die Intensit.t 
der Farbung nahm mit steigender Enzymmenge in vollig gleich 
Weise zu. Da also offenbar der Unterschied zwischen bakterielle: 
und enzymatischer Glucosidspaltung hinsichtlich der BeeinfluBbarkei! 
durch MJE. nicht durch die oben erérterten quantitativen Moment 
bedingt ist, so mu man annehmen, daB die p-Glucosidase der Milehsaur 
streptococcen von der des Emulsins verschieden ist. Es hat den Anschi 


' Es wurde mit einem von Herrn Prot. Helferich-Leipzig treundlic!: 
weise iiberlassenen hochwertigen Emulsinpraparat gearbeitet. 
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EinfluB der Monojodessigsaure auf die Glucosidspaltung. 331 


ls ob bei der bakteriellen Spaltung die Glucosidbindung erst geldst 
wird, nachdem das Enzym mit dem Glucoseanteil in Reaktion getreten 
st und da diese Reaktion in gleicher Weise durch MJE. gehemmt wird, 
wie die der MJE.-Hemmung unterliegende erste Phase des Glucose- 
ibbaues, die Phosphorylierung. 

Vielleicht greift aber auch die MJE. in noch nicht iibersehbarer 
Weise in vitale Vorgdnge, etwa den ProzeB der Enzymbildung, ein. 
Kine Entscheidung hieriiber wird erst zu treffen sein, wenn es méglich 
ist, die aus den Bakterien isolierte #-Glucosidase auf ihr Verhalten 
vegenttber MJE. zu untersuchen. 


Zusammenfassung. 


Monojodessigsdure iibt auf die p-Glucosidspaltung durch Mileh- 
siurestreptococcen eine gleich starke spezifische Hemmungswirkung aus 
wie auf die Milchsaurebildung aus Glucose. 

Die Hemmungswirkung der MJE. auf die 
durch Emulsin ist etwa 500mal schwicher. 


f- Glucosidspaltung 

Ks ist daher anzunehmen, daB die p-Glucosidase der Milchsaure- 
streptococcen von der des Emulsins verschicden ist und mit dem Substrat 
in anderer Weise in Reaktion tritt. 














Problem der Permeabilitit und Permeabilitits- 


beeinflussung. 


Beitrag zum 





Kinflu8 von oberflachenaktiven und hydrotropen Substanzen auf die 
Permeabilitit von Siiuren und Rohrzucker. 


Vi al 
Aragula Nagaraja Rao. 


(Aus dem Kolloidchemischen Laboratorium der Technischen Hoechsehul: 
Berlin von Prot. Dr. J. Traube.) 


(Eingegangen am 12, April. 1933.) 


Uber Permeabilitaét ist in neuerer Zeit eine gréBere Anzahl von 
Arbeiten ver6ffentlicht worden. 

Collander', Ruhland* und seine Schiiler. Leonor Michaelis® usw. ginges 
von dem Gedanken aus, daB die Porenweite der Membranen und = di: 
Volumengr6Ben der permeierenden Teilchen in erster Linie fiir die Permea 
bilitat maBgebend seien, wahrend Arbeiten von J. Traube und seine: 
Schiilern? darauf hinwiesen, dal die Permeabilitat kein so einfaches 
Phanomen sei und daB neben den Volumengr6éBen Adsorptionen, elektrisc| 
Ladungen usw. eine groBe Rolle spielen. In neuester Zeit sind die vei 
schiedenen Anschauungen einander naher gekommen®. Durch Arbeite: 
wie diejenigen von Brinkmann und Szent-Gydrgyi® und die erwahntern 
Arbeiten von Traube und seinen Schiilern wurde dann ganz besonde:- 
hingewiesen auf die Beeinflussung der Permeabilitat wasseriger L6sunge: 
durch oberflachenaktive bzw. grenzflachenaktive Zusatzstoffe wie Si 
ponin usw. Ganz besonders charakteristisch waren die Versuche von T'rav/» 
Dannenberg. S.H. Whang sowie L. J. Weber, welche das Durchstréme: 
von Wasser durch eine unter einem bestimmten Winkel von der Horizontale! 
abweichend gestellte Kapillare untersuchten. Es zeigte sich, dali di 
Geschwindigkeit des Durchflusses von Wasser zwischen zwei Marken 
bedeutend erhéht wurde, wenn man die Glaswand mit einer diinnen Sehichit 


! Kolloidchem. Beih. 19, 72. 1924; 20, 273, 1924: Soc. Scient. fem 
Comment. Biol. 2. 6. 1926. 

> Ruhland u. Hoffmann, Arch. f. wiss. Bot. 1, 1, 1925; Susanne Sel: 
felder, Planta (Berl.) 12, 414, 1930. 

> LL. Michaelis, Naturwiss. 14, 33. 1926. 

17. Traube u. F. Dannenberg, diese Zeitschr. 208, 343. 1928; 7. Tra 
u. S. H. Whang, ebenda 198, 209, 1928. 

5 Vel. die Abhandlung von S. Schdnfelder, 1. ¢. 

® Brinkmann u. Szent-Gyérgyi, diese Zeitschr. 139, 261 u. 270, 192 
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Permeabilitét und Permeabilitatsbeeinflussung. 333 


Jarer Flissigkeiten wie Olivendl, Caprylsiure, Octylalkohol, Kresol usw. 
iberzog, dagegen tibten apolare Fliissigkeiten, wie Paraffin, Benzol, 
schwetelkohlenstoff usw. keinen oder einen sehr geringen EinfluB auf die 
\usfluBgeschwindigkeit des Wassers aus. Der DurchfluB des Wassers er- 
rolgte unter einem Druck, welcher durch die Druckdifferenz an beiden 
inden des Rohres gegeben war, d. h. durch die Differenz der Oberflachen- 
spannungen. Da nun die genannten polaren Fliissigkeiten, welche die 
Wandschicht bildeten, eine Erniedrigung der Oberflachenspannung des 
ias Rohr durchflieBenden Wassers herbeifiihren im Gegensatz zu den nicht - 
laren Fliissigkeiten, so zeigt sich, daB je nach der Natur der Wandschicht 
las Wasser unter verschiedenen Drucken ausflieBt und daB die Fliissig- 
keiten, welche sich in der Wandschicht befinden und eine Erniedrigung 
der Oberflachenspannung bzw. Grenzflichenspannung herbeifiihren. die 
DurchfluBgeschwindigkeit des Wassers erhéhen. 

Diese gleichsam Modellversuche veranlaBten Prof. Trauwbe, mir 
das Problem zu stellen, ob und wieweit beim Durchgang wisseriger 
Losungen durch Membranen der Zusatz grenzflichenaktiver Stoffe 
eine’ Erhéhung der Permeabilitét herbeifiihrt. © Es wurde dement- 
sprechend in vorliegender Arbeit die Permeabilitaét wasseriger Lésungen 
von Sauren, wie Oxalsdiure, Weinsdure. Milchsaiure, sowie auch von 
Rohrzuckerlésungen untersucht, mit und ohne Zusatz oberflichen- 
aktiver bzw. grenzflichenaktiver Stoffe. Als Membranen wurden 
benutzt Kollodium, Pergament, Kautschuk und besonders von den 
biologisch wichtigen Membranen: Kollagen, Schweinsblase und 
Schweinedarm. Auch wurde die Wirkung hydrotroper Stoffe wie 
Natriumbenzolsulfonat usw. auf die genannten Lésungen festgestellt. 
Im Interesse der Kiirzung der Arbeit sind die Ausfiihrungen iiber die 
angewandten Methoden kurz gefaBt. Da _ vieles natiirlich von der 
Exaktheit dieser Ausfiihrungen abhangt. muB ich auf meine ausfiihr- 
licheren Mitteilungen in meiner Dissertation (Technische Hochschule 
Berlin) verweisen. 

Die von mir angewandte Methode war im wesentlichen die folgende: 

In einem zylindrischen Becher aus dickwandigem Glas wurde mittels 
eines Korkes ein zylindrisches Glasrohr befestigt. Dieses Glasrohr stellte 
das eigentliche DialysiergefaB dar. Das graduierte Rohr war 20 bis 25 em 
lang und hatte einen Durchmesser von 40mm. Am unteren Ende war die 
Membran angebracht. Das obere Ende war mit einem Kork verschlossen, 
n welchem sich ein kurzes enges Glasrohr befand. Die Art der Membran- 
erstellung und die Befestigung war bei jeder Membranart verschieden. 
Die Versuche wurden saémtlich bei einer Temperatur von 30° (— 0,1°) 
susgefiihrt. i 

Vor Beginn des Versuchs wurde in das GlasgefaiB eine bestimmte 
Menge destilliertes Wasser eingefiihrt.  Daraufhin wurde das Glasrohr 
init einer bestimmten Menge der zu untersuchenden Lésung von bestimmter 
Konzentration beschickt. Wurden auBer der Lésung, deren Diffusions- 
vroBe man feststellen wollte, bestimmte Mengen von oberflichenaktiven 
Substanzen hinzugefiigt, so beziehen sich die in den Tabellen angegebenen 
\onzentrationen stets auf die CGesamtfliissigkeitsmenge. 
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Nach bestimmten Zeiten wurde der Versuch unterbrochen und = dix 
diosmierte Substanzmenge analytisch festgestellt. 

Bei den Saurel6sungen erfolgte die Bestimmung durch Titration, be 
den Rohrzuckerlésungen auf polarimetrischem Wege. 

Es war vorauszusehen, daB die einzelnen Membranen, selbst wenn si 
aus demselben Stiick geschnitten waren, keineswegs durchaus_ tiberein 
stimmende Resultate ergeben wiirden. Es zeigte sich, daB je nach de: 
Natur der Membran die Abweichungen mehr oder weniger groB waren 
Man mubte daher bei den Berechnungen so verfahren, da®B man die pro 
zentualen Anderungen in bezug auf die Permeabilitaét der Stoffe feststellte 
welche beispielsweise erfolgten, wenn man bei der Diffusion durch ver 
schiedene Membranstiicke die Durchgangsgeschwindigkeit einer bestimmte 
Lésung mit derselben Lésung, welche etwa einen Zusatz eines bestimmter 


Stoffes enthielt, verglich. Auf diesem Wege erhielt man brauchbare. 


relative Werte, unabhangig von den absoluten Werten jeder einzelne 
Membran. 

Die Membranen muBten stets unter Wasser gehalten werden, da nu: 
auf diesem Wege ein konstanter Hydratations- bzw. Quellungsgrad erreicht 
wird. 

Trotz des Aufbewahrens in Wasser waren die Membranen nach etwa 
| Woche nicht mehr brauchbar. Die Kollodiummembranen zeigten nach) 
langeren Zeiten eine Porenverengung, Kollagenmembranen wurden nacl) 
einigen Tagen griin. Die biologischen Membranen wurden bakteriell zer 
setzt, wurden aber auch, wenn dies nicht eintrat, inhomogen und un 
brauchbar. 

Um etwaige Verinderungen festzustellen, wurde am Ende jeder mit 
einem Membranstitick ausgefiihrten Versuchsreihe von neuem = geeicht, 
indem der Versuch mit der Lésung ohne Zusatz noch einmal wiederholt 
wurde. 

Auf die Beziehung zwischen Quellung und Permeabilitat wird im Laut: 
dieser Arbeit (siehe weiter unten) noch naher eingegangen werden. Hie: 
sei nur erwahnt, daB manche Membranen, wie z. B. Kollagenmembrane 
auch in reinem Wasser nach mehreren Tagen eine bedeutende Quellung 
zeigen. Da letztere die Permeabilitat wesentlich beeinfluBt, muBbte aut 
den Quellungszustand der Membran besonders geachtet werden und Jed: 
Membran konnte nur fiir eine einzige Versuchsreihe benutzt werden. 


I. Versuche mit Kollodiummembranen. 


Die zweckmaBigste Herstellung von Kollodiummembranen = wurcd: 
unter Beriicksichtigung der Arbeiten von Bigelow und Gamberling', Briggs 
Nelson und Morgan*® und Walpole! erzielt. Nahere Mitteilungen finden sic! 
in meiner Dissertation. 

Die folgenden Tabellen enthalten die Ergebnisse der mit diesen Men 
branen ausgefiihrten Versuche. 


1 Bigelow u. Gamberling, J. Amer. Chem. Soc. 29, 1576, 1907. 
2 Briggs, J. phys. Chem. 19, 377—3s80, 1915. 

3 Nelson u. Morgan, J. of biol. Chem. 68, 305, 1923/24. 

* Walpole, Biochem. J. 9, 287, 1915. 
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Tabelle I. 
Saponinzusatz zu einer Rohrzuckerlésung 
Temperatur: 30°. Versuchsdauer: 4 Stunden. Lésung: 500c¢cem = einer 
+°jigen Rohrzuckerlésung im oberen Zylinder und 50,0 cem Wasser im 
unteren GefaB. 





Rotation der 


Volumen der unteren Fliissigkeit 
Konzen- unteren Flissigkeit (polarimetrisch 
tration des gemessen) Menge des . 
Saponin- — a SS ee . dut ‘hgegangenen Beeintlussung 
zusatzes vor dem nach dem Zuckers 
vor dem nach dem yersneh Versuch 
Versuch Versuch 5 
0 oc oc 
0,0 50,0 51,5 0 2.9 0 412 
0,1 50,0 51,5 0 3.1 C438 + 6,3 
0,15 50,0 50.5 0 3,0 0.414 + 0,5 
0,20 59,0 50,5 0 2,9 0.404 1.04 


Tabelle II. 

Saponinzusatz zu einer Oxalséurelésung. 
Temperatur: 30°C. Versuchsdauer: 1'/; Stunden. Lésung: 50,0 cem eine 
n, 10 Oxalsaurelésung im oberen Zylinder und 50,0 cem Wasser im unteren 

Gefab. 





Konzentration itn de , , Erhéhung 
des Saponinzusatzes “enge der gebrauchten der Permeabilitiat 
, 0.1004 n Natronlauge s 


0 


0.0 9.) 

0,1 9.4 4.4 
0,15 99 10.0 
0.20 10.0 11,1 
0.0 8.75 


Tabelle IIT. 
Saponinzusatz zu einer Weinsaurelésung. 


Temperatur: 30°C. Versuchsdauer: 1'/, Stunden. Lésung: 50.0 cem einer 
n/10 Weinséurelésung im oberen Zylinder und 50,0 cem Wasser im unteren 
GefaB. 





Konzentration a a a Erhéhung 
des Saponinzusatzes “enge der gebrauchten der Permeabilitat 
0.1004 n Natronlauge 


0 
0,0 4.99 
0.1 5,20 6,12 
015 5,60 14,28 
0,20 5,75 17,34 
0,9 4.50 


Es wurden sodann Versuchsreihen ausgefiihrt, indem verschiedene 
Alkohole, wie Methylalkohol, Athylalkohol, Propylalkohol, But ylalkohol 
und Amylalkohol einer Oxalsiéurelésung zugefiigt wurden. Von der Ver- 


Biochemische Zeitschrift Band 262. 99 
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Otfentlichung dieser Tabellen soll abgesehen werden, da die Wirkuny: 


der Zusatze nicht sehr gro waren. Immerhin sei bemerkt, daB sehr klei: Be 
Konzentrationen der verschiedenen Alkohole eine ygeringe Permeabilitat la 





erhéhung herbeifiihrten, daB aber andererseits mit zunehmender Konzent) 
tion der Alkohole eine zunehmende Erniedrigung der Permeabilitat eintrit: 


die mit wachsendem Molekulargewicht der Alkohole steigt. DaB gréBer. - 
Mengen der Alkohole permeabilitaétserniedrigend wirken, und zwar i: , 
zunehmendem Mae mit Erhéhung des Molekulargewichts der betreffend: —_ 
Alkohole, hangt vielleicht mit dem Umstande zusammen. dais mit d 9 
Adsorption der Alkohole die Porenweite dementsprechend abnimmt. si 
II. Pergamentmembranen, 
Herstellung der Membranen. 
Fiir diese Versuche wurde gew6hnliches kéautliches Pergament papi Ten 
benutzt. 40 


Es zeigte sich, daB konstante Werte fiir die Permeabilitaét erst dar 
erhalten wurden, wenn das Pergamentpapier vor dem Versuch 2 Tag — 
in destilliertem Wasser autbewahrt wurde. LieB man dagegen das Pay: 
nur so lange in Wasser, bis es weich wurde, wozu kaum 10 Minuten not 
wendig waren, so quoll die Membran wahrend des Versuchs und die Durc! 
lassigkeit wurde hierdurch stark beeinfluBt. Nach zweitagigem Stehe: 2 
lassen in Wasser wurde die Membran aut das Glasrohr gepreBt, das bereit 
mit heiBem Picein beschmiert war. Gleich danach mubte die Membra: 
mit Faden unter Verwendung von Picein festgebunden werden. Es wurd 
die am Rohr befestigte Membran bis zum zweiten Tage an der Luft v 
trocknet, wobei sie sich straffte. Vor dem eigentlichen Versuch war 
jedoch unbedingt notwendig, die Membran nochmals fiir kurze Zeit (5 | 
10 Minuten) in Wasser einzutauchen, damit sie ihre festdefinierte Perny 
bilitat erhielt. 


Die folgenden Tabellen zeigen die Versuchsergebnisse. 


Tabelle IV. 
Saponinzusatz zu einer Oxalsdurelésung. 


Temperatur: 30°C. Versuchsdauer: 1!/, Stunden. Lésung: 50,0 cem e1 





n/10 Oxalséurelésung im oberen Zylinder und 50,0 cem Wasser im unte! emp 
Getab. n 10 
Saponinzusatz nur im oberen Saponinzusatz in beider 
Zylinder Fliissigkeiten 
Konzentration des —— - as ‘ 
+ j ze Erhéhung der Erhéhung 
Saponinzusatzes Gebrauchte Gebrauchte Permeabil 


-ermeabilitat 
n1l0 NaOH as wer _ n1l0 NaOH 


0.0 4.70 3.10 

0.10 5,50 17,90 3.85 24.19 
0,15 6,20 31,91 4,20 35,45 
0,20 6,40 36.17 4.40 41,93 


0,0 5,25 3,95 
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Die Tabelle V zeigt, daB kleine Mengen Saponin eine bedeutende 
Beschleunigung der Rohrzuckerpermeabilitaét herbeifiihren, gréBere Mengen 
lagegen eine Erniedrigung der Permeabilitat bewirken. 


Die Ergebnisse der dann folgenden Tabelle VI sind sehr bemerkenswert. 
sie zeigen, daB hier, im Gegensatz zu den Kollodiummembranen, Amy!- 
|kohol auch in gr6Beren Mengen eine erhebliche Erhéhung der Permea- 
bilitat von Oxalsaurelésungen herbeifiihrt. Demgegeniiber fiihrt Tabelle VII 
zu den Ergebnissen, daB Amylalkohol als Zusatzstoff zu einer Rohrzucker- 
losung die Permeabilitat erniedrigt. 


Tabelle V. 
Saponinzusatz zu einer Rohrzuckerlésung. 


Temperatur: 30°C. Versuchsdauer: 24 Stunden. Loésung: 50.0 ccm einer 


4°oigen Rohrzuckerlésung im oberen Zylinder und 50,0 cem Wasser im 
unteren Gefab. 





Polarimetrisch 
gemessene Rotation 
der Fliissigkeit im 
unteren Gefils \ 


diosmierten 


Volumen 
der Fliissigkeit im 


unteren Gefiib j 


Konzentration lenge des , ' 
les Saponin- Anderung det 


Permeabilitat 


mas vor dem nach dem | Yoram mach. dem Suchen 
Versuch Versuch 
0 Cc 
0.0 50.0 48.5 0 3 0.398 
0,1 50.0 54,0 0 3,6 0.535 1 345 
0,15 50,0 59.0 0 3.0 0.410 - 8.0 
0.20 50.0 49.0 0 26 0.353 11.31 
0,0 59.0 48,25 0 3.0 0,396 


Tabelle VI. 
Amylalkoholzusatz zu einer Oxalsiurelésung. 


lemperatur: 30°C. Versuchsdauer: 1'/, Stunden. Lésung: 50,0 cem einer 


n 10 Oxalséurelésung im oberen Zylinder und 50,0 cem Wasser im unteren 


CrefaB. 








, Menge Erhihung 
semaines, dr gerauehten, er Meme 
0.0n 8.60 
0.0625 n 3,80 5.35 
0,125 n 4.10 13.89 
0.25 n 4.39 19.44 
0.0 n 4.00 
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Tabelle VII. 
Amylalkoholzusatz zu einer Rohrzuckerlésung. 


Temperatur: 30°C. Versuchsdauer: 24 Stunden. Loésung: 50,0 cem ein: 
4° igen Rohrzuckerlésung im oberen Zylinder und 50,0 cem Wasser i: 
unteren Gefab. 











Volumen Rotation 
der Fliissigkeit im der Fliissigkeit im 
, unteren GefaiB unteren GefaB Erniedrigur 
Konzentration Menge des jor 
des Amyl- , Sena) diosmierten Permeabilit 
alkoholzusatzes Zuckers 


vor dem | nach dem 
vor dem nachdem) yersuch Versuch 
Versuch Versuch 


0c oC 0 
0,0n 50 48,25 0 3,0 0,396 
0,0625 n 50 48,00 0 2.9 0,384 — 3,04 
0,125 n 50 48,00 0 2.7 0,355 — 10,36 
0,250 n 50 48,50 0 2.7 0,359 — 935 
0,0 n 50 48,50 0 2,9 0,388 


III. Mikroporése Gummimembranen. 


Die Membranen stammten von der Firma Franz Clouth, K6ln-Nippe- 
Rheinische Gummiwarenfabrik A.-G. Es handelt sich um ein Material, 
welches fiir elektrodialytische Zwecke in der Technik benutzt und nac! 
der Wiedemannschen Methode hergestellt wird. 


Tabelle VIII. 


Saponinzusatz zu einer Oxalsdurelésung. 


Temperatur: 30°C. Versuchsdauer: 3 Stunden. Lésung: 50,0 cem = einer 
n/10 Oxalsaéurelésung im oberen Zylinder und 50,0 cem Wasser im untere! 


GefaB. 





Konzentration p Erhéhung der 
des Saponinzusatzes Menge der gebrauchten Permeabilitit 
n10 Natronlauge 

0', Og 
0,0 4,40 
0,10 4.70 6,82 
0,15 4,85 10,22 
0,20 4,70 6,82 
0.0 4,80 
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Amvylalkoholzusatz zu einer Oxalsiurelosung. 


50.0 com eine! 


n/ 10 Oxalséurelésung im oberen Zylinder und 50,0 c¢m Wasser im unteren 





Ke 


mnzentration 


des Amylalkoholzusatzes 


Wieder mit 


0.0 n 
0.0625 n 
0,125 n 
0,25 n 
0.0 n 
Wasser gewaschen 


und nochmals 


Tabelle X. 


Temperatur: 30°C. Versuchsdauer: 24 Stunden. 


0.0 n 


Menge der gebrauchten 


n 10 Natronlauge 


4.80 
4,55 
4.55 
3,00 
4.15 


4.55 


Erniedrigung 
der Permeabilitat 


5.21 
5.21 
37,51 


Saponinzusatz zu einer Rohrzuckerlésung. 


Losung: 50.0 cem einer 


t°igen Rohrzuckerlésung im oberen Zylinder und 50,0 cem Wasser im 


unteren 


GetfaB. 





Konzentration 
des Saponin- 
zusatzes 


0.0 
0,1 
O15 
0,20 
0,0 


Tabelle XI. 
Temperatur: 30°C, 
4° igen Rohrzuckerlésung im oberen Zylinder und 50,0 cem Wasser im 


Volumen 
der Flissigkeit im 
unteren Gefal 


nach dem 
Versuch 


vor dem 
Versuch 


50 67.5 
50 58,0 
50 58.5 
59 58.5 
50 55.0 


unteren 


Versuchsdauer : 


Rotation 
der Flissigkeit im 
unteren Gefals 
nach dem 
Versuch 


vor dem 
Versuch 


a ae 
0 29 
0 1.8 
0 1,3 
0 1,45 
0 0.80 


24 Stunden. 


GefaB. 


diosmierten 


Losung: 


Erniedrigung 
der 


Menge des 


Zuckers Permeabilitit 
0,540 

0,290 46.3 
0.2106 60.99 
0,234 - 56.66 
0.121 


Amvylalkoholzusatz zu einer Rohrzuckerlésung. 


50.0 com einer 





Konzentration 
des Alkohol- 
zusatzes 


0.0 n 
0.0625 n 
0.1250 n 
0.2500 n 
0.0 n 


Volumen 
der Fliissigkeit im 
unteren Gefab 


nach dem 
Versuch 


vor dem 
Versuch 


5D 57.75 
50 57.0 
59 56.5 
59 59.25 
50 60.50 


Rotation 
der Fliissigkeit im 
unteren Gefif 


vor dem nach dem 


Versuch Versuch 
ty oC 
0 1,7 
0 1.1 
0 1.5 
0 1.4 
0 1,8 


diosmierten 


Erniedrigung 
der 


Menge des 


Zuckers Permeabilitat 
0.2714 

0.1767 34.59 
0.2373 — 12.57 
0.2311 14.85 
0.3025 
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Ich beobachtete indessen, daB bei den Versuchen mit Saponi 
die Obertlache der Membran sich mit Schleim bedeckt.  Vermutlic: 
ist dies der Grund, daB sich bei diesen Versuchen das Saponin 


anormal verhielt. 


IV. Versuche mit biologisch wichtigen Membranen. 


Dank Herrn Prof. Stiasny in Darmstadt war ich in der Lage, ein 
Anzahl dialytischer Versuche mit Kollagenmembranen auszufiihren. 


Das Anbringen der Membran am Dialysierzylinder war nach de) 
bisher angewandten Methoden nicht durchfiihrbar. Da das Kollagenstiick 
zu dick, zu hart und zu unelastisch war, konnte weder wie bei den Pe: 
gamentmembranen, noch so wie bei den Kollodiummembranen verfahr 
werden. Folgende Apparatur wurde angewandt. 


Der Zylinder wurde etwa 2cm vom unteren Ende entfernt dure}; 
geschnitten und an den beiden entstehenden Randern wurden Glasschlitt 
angearbeitet. Zwischen den Schliffen wurde nun die genau in der not 
wendigen GréBe zugeschnittene Membran angebracht. An der aéuberen 
Obertlache der Glasschliffe wurden Gummiringe und dariiber Messingring: 
iibergestiilpt und schlieBlich die beiden Teile des Dialysierzylinders mit 
drei Messingschrauben fest zusammengeschraubt. Beim Eintauchen diesc- 
Apparates in den unteren Zylinder konnte infolge der Form des GefiiKes 
die Luft aus dem Zylinderteil unterhalb der Membran nicht entweichen. 
Da fiir die Permeabilitaétsmessungen aber unbedingt erforderlich war, dati 
auch die untere Membranflache stets mit Wasser in Beriihrung war. mult 
das Luftvolumen mittels eines umgebogenen Glasrohres oder eines Gummi 
schlauches ausgesaugt werden. Einfacher und leichter konnte das Austreten 
der Luft durch Einbohren eines kleinen Loches von 3 bis 4mm _ Durch 
messer ir den Glaszylinder direkt unterhalb der Membran bewerkstellict 
werden. Vor dem Einspannen muBbte die Membran mindestens 48 Stunden 
lang in Wasser bleiben, weil erst dann ein Quellungsgleichgewicht erreiclit 
wurde, so dali die Membran fiir eine ganze Versuchsreihe in den niéchste: 
5 bis 6 Tagen angewandt werden konnte. Durch die Quellung wurde da- 
urspriinglich harte und spréde Material weich und elastisch, was auch da- 
Zurechtschneiden von Scheiben von gewiinschter GréBe wesentlich e: 
leichterte. 

Es zeigte sich zunadchst, daB die Membranen fiir Wasser v6llig wu 
durchlassig waren, sofern sie beiderseits mit reinem Wasser in Beriihruny 
waren. Auch ein Zusatz eines stark oberflachenaktiven Stoffes wie Amy, 
alkohol, anderte daran so gut wie nichts, denn wenn das obere GefaB } .1 
Amylalkohol enthielt, das untere dagegen Wasser, so waren nach 24 Stunde: 
nur kaum nachweisbare Mengen von Amylalkohol im unteren Gefa fe-! 
stellbar. 

Ganz andere Resultate wurden beobachtet, sobald man in das ol» 
GefiB eine Séure, wie z. B. Oxalséure, einfiihrte, wahrend im untere 
GefaB Wasser enthalten war. 

Die Tabelle XII zeigt die Ergebnisse, welche mit Oxalsaurelésiun. 
allein und mit Zusatz von Saponin erzielt wurden. 

Man erkennt, daB eine sehr erhebliche Durchlassigkeit der Membran:: 
auch fiir Oxalséurelésung als solche vorlag, die aber wesentlich gesteig: 
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yponi Tabelle XIT. 
utlic: Saponinzusatz zu einer Oxalsaurelésung. 
in 
femperatur: 30°C. Versuchsdauer: 24 Stunden. Lésung: 50cem eine? 

10 Oxalséurelésung im oberen GefaiB und 75,0 cem Wasser im unteren 


GefaB. 





Konzentration ; Erhéhung 
des Saponinzusatzes Menge der gebrauchten der Permeabilitit 
n 10 Natronlauge 

h des 
stuck 
2 Per 0,00 12,05 
fahres 0.10 14.90 23.65 

0,20 15.50 28.64 
tureh wurde durch den Zusatz von Saponin. Es wurde nun mit verschiedenen 
chlitt: 


Stiicken ein und derselben Membran Versuche mit Oxalséurelésung aus- 
r not- vefiihrt unter Zusatz verschiedener Alkohole. 

Beren 

gringe a i 

Tabelle XIII. 

dieses Methylalkoholzusatz zu einer Oxalsaiurelésung. 

efabes 


rs) mit 


Temperatur: 30°C.  Versuchsdauer: 24 Stunden. Lésung: 50,0 c¢cem einer 








ichen. . > 
» dal n 10 Oxalsiéiurelésung im oberen Zylinder und 100,0 cem Wasser im unteren 
mult Cretab. 
Uurnirril 
treten - , Erhohung 
= Konzentration Menge der gebrauchten der Permeabilitit 
Jurch des Alkoholzusatzes n/10 Natronlauge 
stelligt 
unden 
rreicht 0,00 n 9,2 
chstet 0.031 25 n 10,60 
de das 0,062 5 n 11,90 
“re 0,125 n 13,95 
‘| : 0.259 n 17.00 
aha 0.50 n 14.35 
0.00 n 14,65 
ig un 
ihrung Tabelle XIV. 
Am\ ~ - : 
Bi/.1 Athylalkoholzusatz zu einer Oxalsaéurelésung. 
under 
. » ‘ Erhi g 
i fest Konzentration Menge der gebrauchten der wane 
des Alkoholzusatzes n 10 Natronlauge ; 
ob I 
venia 0,00 n 11,65 
0.031 25 n 12.00 
losut 0,062 5 n 12.60 
0.125 n 15.00 
0.250 n 17.20 
brane! 0,500 On 14.53 


teigert 0,00 n 15,10 
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Tabelle XV. 


Propylalkoholzusatz zu einer Oxalsaurelés:ing. 





Erhohung 


Konzentration Menge der gebrauchten der Permeubilitat 


des Alkoholzusatzes n 10 Natronlauge 


0.00 n 12,25 
0.031 25n 15.60 
0,062 5 n 16.85 
0.125 n 18.95 
0.250 n 17.25 
0.00 n 16.90 


Tabelle XVI. 


Butyvlalkoholzusatz zu einer Oxalsaurelésung. 





i , , Erhohung 
Konzentration Menge der gebrauchten der Permeabilitat 
des Alkoholzusatzes u 10 Natronlauge : 


0.00 n 13.75 
0,031 25 n 

0,062 5n 17,10 
0.125 n 18,20 
0.259 n 16.25 


Tabelle XVII. 


Amvlalkoholzusatz zu einer Oxalsaurelésung. 





Erhohung 


Konzentration Menge der gebrauchten der Permeabilitat 


des Alkoholzusatzes n 10 Natronlauge 


. lich 
0,00 n 13.59 
0,031 25 n daB 
0,062 5n 16,40 21.49 otfer 
0,125 n 17.95 32.97 Ann 
0.250 n 17,19 27.04 Wir! 
Pert 
losul 
Diese Werte zeigen ganz allgemein, daB der Zusatz der verschieder 
obertlachenaktiven Alkohole eine Steigerung der Permeabilitat herbeifii! 
welche bei einer mittleren Konzentration zu einem Maximum fiihrt. Die- So.) 
Maximum liegt bei um so kleineren Konzentrationen, je héher das Moleku hvdr 
gewicht des betreffenden Alkohols ist. flach 
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Weitere Versuchsreihen zeigten, dai Amylalkohol eine starke1 
schleunigende Wirkung hat als Butylalkohol. 


zeltig 
quell 

Es erschien interessant, die Wirkung hydrotroper Salze. wie benz .- zentr 
sulfosaures Natrium bzw. salicylsaures Natrium, auf den Durchgang e! nicht 
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Saure wie Oxalsiure durch eine Kollagenmembran zu untersuchen!. Die 
Ergebnisse dieser Untersuchung finden sich in den Tabellen XVITT und XIX. 


Tabelle XVIII. 
Zusatz von benzolsulfosaurem Natrium zu einer Oxalsaure- 
lésung. 
Temperatur: 30°C. Versuchsdauer: 24 Stunden.  Lésung: 50,0 ccm 
einer n/10 Oxalsaurelésung im oberen Zylinder und 100,0 com Wasser im 
unteren Gefab. 





e Erhéhung 
Konzentration Menge der gebrauchten der Perme abilitat 
des Zusatzes n 10 Natronlauge 2 


0,00 n 12.40 

0.025 n 17.60 41.94 
0,050 n 18.45 48.79 
0.10 n 16,95 36,69 


Tabelle XIX. 
Zusatz von salicylsaurem Natrium zu einer Oxalsaurelésung. 
Temperatur: 30°C, Versuchsdauer: 24 Stunden. Losung: 50,0 cem einer 
nu 10 Oxalséurelésung im oberen Zylinder und 100.0 com Wasser im unteren 
Crefab. 





‘ Erhohung 
Konzentration Menge der gebrauchten ger Permeabilitiit 


des Zusatzes n10 Natronlauge 


0.00 n 9.80 

0.10 °% (0,006 25 n) 16,70 70,41 
0.20°, (0.0125 n) 16.90 72,46 
0,40 °,, (0.0250 n) 13.70 39.89 


Wie man erkennt,. iiben diese Salze eine auBerordentlich erhéhende 
Wirkung auf die Permeabilitat aus. 

Man benutzt bekanntlich in der Gerbereiindustrie Sauren wie x- und 
}-Naphtholsulfoséure usw., welche unter dem Namen ..Neradol* als kiinst- 
liche Gerbstoffe eine Rolle spielen. Es wurde fiir diese Stoffe festgestellt, 
daB sie die Durchlassigkeit fiir Wasser stark erhéhen. Auch hier liegt 
offenbar eine hydrotrope Wirkung vor, wenngleich man dieselbe auf andere 
Annahmen zuriickgefiihrt hatte. Um zu priifen, ob die Grobe der quellenden 
Wirkung der den Kollagenmembranen zugesetzten Sauren fiir die GroBe der 
Permeabilitatsanderung ausschlaggebend ist, wurden auber mit Oxalsaure- 
lésungen auch einige Versuche mit Weinsaure und Milchsaure ausgefiihrt. 


! Nach Fertigstellung dieser Arbeit sah ich in der Kolloidzeitschr. 60, 
89, 1932 ein Referat von Arbeiten des Herrn V. Authy: ..Zur Theorie der 
hydrotropischen Lésung** sowie ..Permeabilitaétsbeeinflussung durch ober- 
flachenaktive und hydrotrope Stoffe’* (siehe auch diese Zeitschr. 281, 380, 
396, 1931), in welchen V. Kuthy u. a. feststellt, da hydrotrope und gleich- 
zeitig oberflachenaktive Substanzen eine erhebliche Steigerung der CGelatine- 
quellung in Wasser hervorrufen. Auch hier zeigte sich in mittleren Kon- 
zentrationen ein Maximum der Wirkung. Dialytische Versuche hat V. Auth y 
nicht ausgettihrt, aber seine Resultate an Gelen gehen den meinigen parallel. 
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Tabelle XX. 


EinfluB von Oxalsaure, Weinsaéiure und Milchsaéure auf die 
Permeabilitat. 














Temperatur: 30°C. Versuchsdauer: 24 Stunden. Loésung: 50.0 cen 
Lésung im oberen Zylinder und 100,0cem Wasser im unteren Cefiils 

















Konzentration Menge der zur Titration gebrauchten n/10 Natronlauge 
der Lisung , 





Oxalsaure Weinsiure Milchsiure 




















005 n 3,50 2.55 1,69 
0,10 n 12,05 7,60 5,20 
0,125 n 16.20 10,25 6,95 













Wie man erkennt, ist die Permeabilitat fiir die Weinsaéurelésung wir 
auch fiir die Oxalséiurelésung gr6Ber als fiir die besonders stark quellencs 





Milchsaéurelésung. 










V. Versuche mit Schweineblasenmembranen. 














Die von einer Schlachterei bezogenen Schweineblasen wurden gut 






gereinigt und eingeweicht. 
Tabelle XXII. 


Saponinzusatz zu einer Oxalsaéurelésung. 











Temperatur: 30°C.  Versuchsdauer: 1'/, Stunden.  Loésung: 50,0 cen 


einer n/10 Oxalsaéurelésung im oberen Zylinder und 50,0 com Wasser in 





unteren GefaB. 













Saponin im oberen und im 






Saponin nur im oberen Rohr unteren Rohr 
Konzentration - -—— ot oe umcrian Sei REQIEIC, 
des Saponin- Menge der Erhéhung der Menge der Erhéhung der 
zusatzes gebrauchten Permeabilitat gebrauchten Permeabilitat 









n1l0 NaOH 0 n10 NaOH 0 





0 


0 










3 
5 20,24 ; 
0,15 4,95 17,86 25 19.84 
4,65 10,72 5 











Tabelle XXII. 





Filtrationsversuche. Saponinzusatz zu einer Oxalsaéurelésung 





Temperatur: 30°C.  Versuchsdauer: 24 Stunden. Lésung: 50,0 cc: 
einer n/10 Oxalsaurelésung im oberen Zylinder. 
















Konzentration , Erhéhung der 

des Saponinzusatzes Menge der gebrauchten Permeabilitiit 
‘ n10 NaOH s 

“10 













0,09 9,20 
0,10 14,20 54,36 
0,15 15.60 69,56 














lie 


yecn 
revals 
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Die Tabellen XXIII bis XXVIII zeigen die Wirkung der Alkohole aut 
die Durchlassigkeit der Membranen fiir Oxalséiure. Der Methylalkoho! 
wirkt in allen Fallen permeabilitétserniedrigend. Die Versuche mit Athyl-. 
Propyl- und Butylalkohol ftihrten zu einer Permeabilitaétserhéhung bei 
geringeren Konzentrationen, welche jenseits eines Maximums es zu eine! 
Permeabilitaétserniedrigung  bringt. Mit steigendem Molekulargewicht 
bzw. Oberflachenaktivitat der Alkohole nimmt die Permeabilitétserhéhuny 
zu, und sie ist besonders groB be: Amylalkohol, bei welchem selbst fiir eine 
'/,n Lésung ein stetes Ansteigen der Permeabilitat festgestellt wurde. 


Tabelle XNITI. 
Methylalkohol. 


Temperatur: 30°C, Versuchsdauer: 1'., Stunden. Lésung: 50.0 cen 


einer n/10 Oxalsiéiurelésung im oberen Zylinder und 50,0 cem Wasser im 


unteren Grefalb. 





: Anderuny 
Konzentration Menge der gebrauchten der Permeabilitit 
des Alkoholzusatzes nl NaOH . 


0.00 n 3,99 
0.0625 n 
0,125 n 
0,25 n 
0.50 n 
0.00 n 


~~ 


~IOtsd =~) 
ora or 


Tabelle XNIV. 
Athylalkohol. 





- , (Anderung 
Konzentration Menge der gebrauchten der Permeabilitit 
des Alkoholzusatzes n'l0 NaOH 


0,00 n 
0.0625 n 
0.125 n 
0.250 n 
0,500 n 
0.00 n 


Tabelle XXV. 


Propylalkohol. 





. , Anderung 
Konzentration Menge der gebrauchten der Permeabilitit 
des Alkoholzusatzes n1l0 NaOH 


0,00 n 
0,0625 n 
0,125 n 
0,250 n 
0,00 n 
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Tabelle XXVI. 
But vlalkohol. 











: ; Anderung Ten 
Konzentration Menge der gebrauchten der Permeahititat 
des Alkoholzusatzes n1l0 NaOH ‘ sal 
0,00 n 7.45 
0.0625 n 8,40 + 12.75 
0,125 n 8,09 + 7.38 
0,259 n 7,10 — 4,70 
0,09 n 9,30 
Tabelle XXVIL. 
Amylalkohol. 
“ , Anderung 
Konzentration Menge der gebrauchten der Permeahilitat 
des Alkoholzusatzes n/l0 NaOH . 
gut 
0,00 n 6.30 
0.0625 n 7,15 + 13,49 
0,125 n 7.95 + 26.19 
= _ ‘ Hilfe 
0,250 n 8.70 + 38,10 f 
au 
0.00 n 9.85 von 
Auch die Wirkung eines hydrotropen Salzes, benzolsulfosaures Natrium, Auch 
auf die Permeabilitat der Oxalsaure wurde untersucht. Schv 
= panei schel 
Fabelle XXVIII. 
Zusatz von benzolsulfosaurem Natrium zu einer Oxalsaur suche 
l6sung. 
Termperatur: 30°C. Versuchsdauer: 1’), Stunden.  Lésung: 90,0 cer 
einer n/10 Oxalsaéurelésung im oberen Zylinder und 50,0 cem Wasser 1 
unteren Gefab. 
: _ 
— M a Erhéhung a 
onzentration Menge der gebrauchten der Permeabilitit einer 


des Zusatzes n1l0 NaQH 





0,00 n 4.40 

0,025 n 5.45 93.86 
0,059 n 5.99 34,09 
0,100 n 5.85 32.96 


Die Tabelle XXVIII zeigt ein starkes Ansteigen der Permeabilitat | 
zu einem Maximum. 


Endlich 


wurde die 


einander verglichen. 


Permeabilitat 


verschiedener 


Saurel6sungen mit 
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Tabelle NXIX. 
Durchgang verschiedener Saurelésungen. 
Temperatur: 30°C. Versuchsdauer: 1’, Stunden. Losung: 50.0 cem 


Saurel6sung im oberen Zylinder und 50,0 cem Wasser im unteren Crefal. 





Konzentration Menge der gebrauchten n 10 NaOH 
ne Weinsaure Milehsture Oxalsaure 
0,025 n 0,55 0.45 
0,050 n 1.15 0.85 
0,075 n 1,45 1.20 
0,100 n 1.90 1.55 3.50 
0,125 n 235 2.35 4.40 


Auch hier zeigt sich, daB die stark quellende Milchsaure weniger 
gut durchgelassen wird als Weinséure und Oxalsaure. 


VI. Schweinedirmemembranen. 

Von ganz besonderem Interesse erschien uns die Untersuchung mit 
Hilfe von Schweinedarmen,. da diese am ehesten gewisse Schliisse in bezuy 
aut die Darmresorption ermdédglichen. Die Schweinedarme wurden mut 
von der Firma Majewski, Charlottenburg, zur Vertiigung gestellt. 


Die Darme wurden in einem energischen Wasserstrom gereinigt. 





trium, Auch hier galt es, die Fettpolster zu entfernen, was ebenso wie bei den 
Schweineblasen nicht durch Verwendung von <Ather oder Alkohol ge- 
schehen durfte. 
In Anbetracht der geringen Haltbarkeit der Darme mubten die Ver- 
aur suche so schnell wie méglich durchgetiihrt werden. 
cer owe >= a 
Tabelle XXX. 
ser i! 
Athylalkoholzusatz zu einer Oxalsdaurelésung. 
Temperatur: 30°C.  Versuchsdauer: 1'/, Stunden.  Losung: 50,0 cem 
einer n/10 Oxalsaéurelésung im oberen Zylinder und 50,0 cem Wasser im 
unteren GefaB. 
" Anderung 
Konzentration Menge der gebrauchten der ede 
des Alkoholzusatzes n10 NaOH . 
0,000 n 4,70 
0.125 n 5.39 12.76 
tat b 0,250 n 4.75 + 1.064 
0.500 n 4.50 4.255 
n m 


0,000 n 4.90 
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Tabelle XXXII. 


Propylalkoholzusatz zu einer Oxalsaurelésung. 





Konzentration 


des Alkoholzusatzes 


0,009 n 
0,0625 n 
0125 n 
0,250 n 
0.000 n 


Menge der gebrauchten 
n/10 NaOH 


4,35 
5.00 
4,30 
4,20 
4,95 


Tabelle XXXII. 


Anderung 
der Permeabilitat 


%9 


+ 14,94 
— 1,149 
3.448 


Butvlalkoholzusatz zu einer Oxalsdurelésung. 





Konzentration 
des Alkoholzusatzes 


0.090 n 
0.0625 n 
0.125 n 
0,250 n 
0.0090 n 


Menge der gebrauchten 
n1l0NaQH 


3.30 
3.90 
3.10 
3.30 
3.05 


Tabelle XXXII. 


Anderung 
der Permeabilitit 


+ 18,19 
6,060 
0,0 


Amylalkoholzusatz zu einer Oxalsaurelésung. 





Konzentration 
des Alkoholzusatzes 


0,000 n 
0,005 n 
0.0625 n 
0,125 n 
0,250 n 
0.090 n 


Menge der gebrauchten 


n10 NaOH 


°3.15 


3.99 
3.05 
3.70 
2 90 


Tabelle XXNNIV. 


Zusatz von Hexylalkohol und Octylalkohol zu einer Oxalsaur: 


lésung. 


Anderung 
der Permeabilitat 





Konzentration 
des Alkoholzusatzes 


0,00 n 
0.005 n 
0,0416 n 


0.00 n 
0,005 n 


Menge der gebrauchten 


n/l0 NaOu 
Hex ylalkohol. 
2,25 
2.45 


Octylalkohol. 
2.80 
3.25 


Anderung 
der Permeabilitit 


0 


+. 16,07 
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Auch bei Zusatz hydrotroper Stoffe zeigt sich eine erhebliche Per- 
ineabilitatserh6hung mit einem Maximum fiir mittlere Konzentrationen. 


Tabelle XXXYV. 
Zusatz von benzolsulfosaurem Natrium zu einer Oxalsadure 
lésung. 
Temperatur: 30°C, Versuchsdauer: 1!/, Stunden. Lésung: 50,0 cem 
einer n/LO Oxalséurelésung im oberen Zylinder und 50,0 ccm Wasser im 
unteren Gefab. 





Erhoéhung 


Konzentration Menge der gebrauchten r Permeabiliti 
den Waeions nil0 NaOH der | - abilitat 
0,00 n 2.45 
0,025 n 3,30 4+ 34,69 
0,050 n 3,75 + 53,06 
0,100 n 3,60 + 46,93 


Tabelle NXXVI. 


Zusatz von salicylsaurem Natrium zu einer Oxalsiurelésung. 





Erhohung 


Konzentration des Zusatzes aaiea = der Permeabilitit 
0,00 %, 6.45 
0,100 ©, (0,096 25 n) 8,25 + 27,99 
0,200 °), (0,012 Sn) 9.85 + 52,71 
0,400", (0,025 On) 9.40 + 45.73 


Zusammenfassung. 


Die Versuche zeigten, da zunichst Saponin allgemein mit Aus- 
nahme von Kautschukmembranen bei Rohrzuckerlésungen eine meist 
sehr erhebliche Erhéhung der Permeabilitit herbeifiihrte. | Indessen 
wurde festgestellt, daB die Wirkung kleiner Konzentrationen von 
Saponin wesentlich bedeutender war als die von gréBeren Konzentra- 
tionen, bei bestimmter mittlerer Konzentration des Saponinzusatzes 
trat ein Maximum der Wirkung ein. 

Indessen erhéhten auch nichtkolloide, grenzflichenaktive Sub- 
stanzen die Permeabilitat. Ganz allgemein wurde bei Membranen von 
Kollodium, Pergament, Kautschuk, Kollagen, Schweineblase und 
Schweinedarm eine mehr oder weniger erhebliche, zum Teil sehr be- 
deutende Steigerung der Permeabilitat bei Zusatz verdiinnter, wasseriger 
Losung verschiedenster Alkohole festgestellt. Auch hier trat bei mittleren 
Konzentrationen ein Maximum der Wirkung auf, und dieses Maximum 
erfolgte bei um so geringeren Konzentrationen der Alkoholzusitze, 
je héher das Molekulargewicht bzw. die Oberflichenaktivitat des 
hetreffenden Alkohols war. Alsdann trat eine Abnahme der Permeabilitit 
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auf, die schlieBlich meist negativ wurde. Selbst fiir die geringfiigige: 
Konzentrationen von n 24 Hexylalkohol und n 200 Octylalkohol konnt. 
der EinfluB dieser Alkohole nachgewiesen werden. 

Bei verschiedensten Membranen wurden auch Permeabilitit- 
versuche an Saurelésungen unter Zusatz von hydrotropen Stoffe 
wie benzolsulfosaures Natrium und salicylsaures Natrium ausgeftihrt 
mit dem Ergebnis, da der Zusatz derartiger Stoffe, insbesondere |» 
Anwendung biologischer Membranen, eine meist auBerordentlich 1 
hebliche Steigerung der Permeabilitat herbeifiihrte. Auch hier erga! 
sich fiir mittlere Konzentrationen das mehrfach erwihnte Maximun 
der Permeabilitaétserhéhung. 

Es sei hingewiesen auf die namentlich biologische Bedeutung 
derartiger Permeabilitatsuntersuchungen, insbesondere in physiologi 
scher wie auch pharmakologischer Hinsicht. Auch fiir das Vitamin 
problem sind diese Untersuchungen von Bedeutung. Eine Fortsetzung 
in technischer Hinsicht, insbesondere in bezug auf das Textilgebiet 
wurde in Aussicht genommen. 
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Uber Zuckerbildung 
aus Formaldehyd in Gegenwart von Alkoholen. 


Von 


Giinther Gorr und Joachim Wagner. 


(Aus dem Forschungslaboratorium Oppau der I. G. Farbenindustrie A. G., 
Ludwigshafen a. Kh.) 


(Eingegangen am 14, April 1935.) 


72 Jahre sind vergangen, seit Butlerow! die Beobachtung machte, dab 
bei der Einwirkung von Kalkwasser auf Trioxymethylenlésungen ein zucker- 
artiges Produkt erhalten wird, eine Feststellung. die bekanntlich den 
Ausgangspunkt der Baeyerschen Theorie der pflanzlichen Kohlensaure- 
assimilation darstellt. Nach Weiterfiihrung dieser Versuche durch Tollens? 
stellte dann Loew? fest, daB sich die Zuckerbildung aus Formaldehyd 
prinzipiell durch eine groBe Anzahl alkalisch reagierender Substanzen 
auslésen lat, und daB hierbei die Konkurrenzreaktion, die durch Alkali 
bewirkte Disproportionierung des Formaldehyds in Methylalkohol und 
Ameisensaure, um so staérker in Erscheinung tritt, je alkalischer das Reak- 
tionsmilieu ist. Unter anderem beobachtete Loew auch. daB die Zucker- 
polymerisation einer 3° igen Formaldehydlésung durch Zusatz gleicher 
Teile Methyl- bzw. Athylalkohol beschleunigt wurde und daB ein weiterer 
Alkoholzusatz wieder hemmend wirkte. Einen wichtigen Fortschritt 
brachten die Untersuchungen Fischers*, indem es ihm durch Anwendung 
seiner Hydrazon-Osazonmethode bestimmte Zuckerarten, wie die d, 1-Fruc- 
tose, aus der Formose zu isolieren gelang. Spéater stellte Newberg® in der 
Formose eine Ketopentose fest, die von H. und A. Euler® mit Hilfe der 
Neubergschen Methylphenylhydrazinreaktion als Arabinoketose identifiziert 
werden konnte. Von neueren Arbeiten seien die Feststellungen von Avster 


1 Butlerow, Liebigs Ann. 120, 295, 1861; C. r. Acad. Sei. 53, 145, 1861. 

2 B. Tollens, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 15, 1629, 1882; 16, 917. 1883; 
(. Wehmer u. B. Tollens, Liebigs Ann. 248, 354. 1887. 

3 O. Loew, J. pr. Chem. 33, 321, 1886; 34, 51, 1886; Ber. d. Deutsch. 
chem. Ges. 20, 141, 1887; 21, 270, 478, 1888; 22, 470, 1889; 39, 1592, 1906; 
Chem. Ztg. 21, 242, 1897. 

4 EB. Fischer, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 21, 988, 1888; EF. Fischer u. 
F. Passmore, ebenda 22. 359. 1889; E. Fischer, ebenda 23, 370, 2114, 1889. 

5 ('. Neuberg, ebenda 35, 2626, 1902. 

6 H.u. A. Euler, ebenda 39, 45, 1906. 
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und Schoder! erwahnt, die iiber das Entstehen von d,1l-Sorbose bei ci 
Formaldehydpolymerisation berichtet haben, sowie die Untersuchung: 
von Karrer und v. Krauss *, aus denen sich Schliisse auf das Vorkommen vo 
Aldosen in der Formose ziehen lieBen. Beziiglich des Weges, den die Zucke: 
polymerisation des Formaldehyds wenigstens teilweise geht, ist schon v« 
Loew und Fischer die Vermutung ausgesprochen worden, da Bi- und Triose 
als Zwischenprodukte anzusehen waren. In der Tat konnten H. un 
A. Euler das Auftreten von Glykolaldehyd und Dioxyaceton nachweise: 
Auch Schmalfuss® hat in Polymerisaten, die durch Druckkochung vo: 
Formaldehyd mit Magnesiumoxyd erhalten wurden, Dioxyaceton fest 
gestellt. 

Wie aus den erwahnten Untersuchungen hervorgeht, lieB sic! 
Formaldehyd bisher mit einigermaBen guten Ausbeuten nur in seh: 
verdiinnten, maximal 4°,igen Lésungen zu Zuckerstoffen polymeri- 
sieren, da anderenfalls, wie bereits Loew feststellte, neben anderen 
Umsetzungen die Umwandlung des Formaldehyds in Methylalkoho! 
und Ameisensiure tiberwiegt. Wir haben nun, von dem Gedanken 
ausgehend, da diese mit Wasseranlagerung verbundene Dispropor- 
tionierung des Aldehyds méglicherweise in organischen Losungsmitteln 
gehemmt wiirde, die Zuckerpolymerisation des Formaldehyds durch 
Zugabe verschiedener Alkohole auch in hochkonzentrierten Lésungen 
durchzufiihren versucht, und zwar mit Erfolg. Wie aus den unten 
beschriebenen Versuchen hervorgeht, kann so Formaldehyd, aus- 
gehend vom Trioxymethylen, sogar in 50°, igen Mischungen und in 
kurzer Zeit mit guter Ausbeute in Zuckerstoffe verwandelt werden 

Je 50cem 30°.iger wasseriger Formaldehydlésung wurden mit 
50 cem der in nachstehender Tabelle verzeichneten Alkohole versetzt 
und unter Zusatz von 1,5 g Calciumoxyd am RiickfluBkihler erhitzt 
Die Reaktionszeiten bis zum Verschwinden des Formaldehyds lassen 
sich durch die bei Reaktionsende eintretende Gelbfarbung des Ge- 
misches (Karamelisierung des gebildeten Zuckers) mit annahernde: 
Genauigkeit feststellen. 





Alkohol Reaktionszeit 
Methylalkohel . . . . etwa 20 Min. 
Athylalkohol ~_ waa = 
Athylenglykol . . . . ‘ 2 
ee = ma 


Die gréBte Beschleunigung der Zuckerpolymerisation des Form: 
aldehyds zeigt also Glycerin, darauf folgen Athylenglykol, Methy!- 


1 W. Kiister u. F. Schoder, Hoppe-Seylers Zeitschr. 141, 122, 1924. 

?> P. Karrer u. E.v. Krauss. Helv. chim. acta 14, 820, 1931. 

3-H. Schmalfuss, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 57, 2101, 1924; die- 
Zeitschr. 185, 70, 1927; vgl. auch L.Orthner u. E. Gerisch, ebenda 25" 
30, 1933. 
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dkohol und schlieBlich Athylalkohol. Beim Erhitzen von 100 cem 
iner rein wasserigen 15°,igen Formaldehydlésung mit 1.5 g Calcium- 
xvd tritt Sauerwerden des Ansatzes durch Ameisensaurebildung ein, 
-o daB sich so die Zuckerpolymerisation des Formaldehyds nicht durch- 
fihren laBt. 

Wie bereits erwihnt, kann Formaldehyd in Gegenwart von Alko- 
holen sogar in Mischungen mit 50°, Formaldehyd in Zuckerstoffe 
verwandelt werden. 

Beispielsweise wurden 25g Trioxymethylen in 25 ccm Glycerin 
verteilt mit 1 g Bleioxvd auf dem Baboblech erhitzt. Die unter Lésung 
des Trioxymethyvlens einsetzende stark exotherm verlaufende Reaktion 
muBte durch Kiihlung gemaBigt werden. Die gewonnene, bei Reaktions- 
ende stark karamelisierte Zuckerlésung zeigte gegen Fehlingsche 
Mischung ein Reduktionsvermégen entsprechend einer etwa 30° igen 
Glucoselésung. 

Die Leichtigkeit, mit der die Formaldehydpolymerisation in 
alkoholischer Lésung verlauft, erméglicht es tibrigens auch, die Zucker- 
bildung aus Formaldehyd als anschaulichen Reagensglasversuch zu 
demonstrieren. 

In einem Reagensglas wird eime Mischung von 5cem 30° iger 
wasseriger Formaldehvdlésung und 5 cem Glycerin mit 0.2 g Calcium- 
oxvd iiber einem Bunsenbrenner schwach erwarmt. Nach Ablauf der 
einsetzenden ohne weitere Warmezufuhr zu Ende gehenden Reaktion 
wird das Reaktionsprodukt in Fehlingsche Mischung gegossen. Hierbei 
tritt bereits in der Kalte eine starke Kupferoxydulausscheidung ein, 
ein Verhalten, das die urspriingliche Formaldehydlésung nicht zeigt. 

Fiir praparative Zwecke wird die Zuckerpolymerisation des Form- 
aldehyvds vorteilhaft gemaB folgender Vorschrift durchgefiihrt. 

2000 com 30°,iges Formalin werden in einem mit RuckfluBkiihler 
versehenen Riihrkolben mit 2000 ccm Methylalkohol gemischt und 
30g Calciumoxyd hinzugegeben. Nach kurzem Rihren erwarmt sich 
die Mischung, und es findet unter Auflésen des Kalkes eine lebhafte 
teaktion statt. Nach Beendigung derselben erwarmt man die klare, 
farblose Losung auf dem Wasserbad bis zum Verschwinden des Form- 
aldehyds, dessen Abnahme in von Zeit zu Zeit herausgenommenen 
Proben titrimetrisch bestimmt werden kann. Nach etwa | Stunde ist 
die Reaktion beendet, man laBt erkalten und fallt den Kalk mit der 
herechneten Menge Schwefelsaure oder Oxalsiure. Das Filtrat wird 
im Vakuum zum schwach gelben Sirup eingedampft, von dem etwa 
H00 g erhalten werden. Die Zuckerausbeute nach der Bertrand-Be- 
stimmung auf .,Glucose’’ berechnet schwankt zwischen 83 und 92°, 
des angewandten Formaldehyds. 
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Wie erwahnt, reduziert das wie oben erhaltene Zuckergemis: 
Fehlingsche Mischung schon in der Kalte, eine Erscheinung, die bereit 
Butlerow fiir sein Formaldehydpolymerisat beschrieben hat, w 
die wohl am besten mit der Anwesenheit von Zuckern der 4-Kohlenstof: 
reihe erklart wird!. Jedenfalls ist die Kaltreduktion nicht auf Trios: 
zuruckzufiihren, denn diese lassen sich in dem gema obiger Vorschrift 
erhaltenen Zuckersirup mit Hilfe des Newbergschen Verfahrens*, d. | 
Uberfiihrung in Methylglyoxal beim Kochen mit Schwefelsaure, héchsten- 
in Spuren nachweisen. Die Untersuchung des Zuckersirups auf Pe: 
tosen durch Cberfiihrung in Furfurol und Wagung des letzteren al- 
Phlorogluzid 1laBt auf einen Gehalt von etwa 20°, schlieBen. 


1 Vgl. L. Orthner u. E. Gerisch, 1. ¢. 
2 C. Neuberg, E. Fdrber, A. Levite u. E. Schwenk, diese Zeitschr. 838 
244, 1917. 
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Die lyotrope Reihe bei der Quellung und ihre Ausbreitung auf 
organische, auch nichtionisierende Substanzen'. 


IX. Mitteilung: 


Einflu8 von aliphatischen und alizyklischen Verbindungen mit zwei oder 
mehr hydrophilen Gruppen auf die Quellung von Starke (Kartoffelstairke) *. 


Von 
J. R. Katz, A. Weidinger und F. J. F. Musehter jr. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Amsterdam.) 
(Eingegangen am 14, April 1933.) 
Mit 7 Abbildungen im Text. 


1. Zwei oder mehr Alkoholgruppen. 

Die folgenden aliphatischen Reihen standen uns zur Verfiigung: 
Athylalkohol—Glykol (Abb. 1, oberer Teil); Propylalkohol-—Propylen- 
glykol (CH,. CHOH .CH,OH)—Trimethylenglykol (CH,OH .CH, 
.CH,.OH)-—Glycerin (Abb. 1, mittlerer Teil) ; n- Butylalkohol—Erythrit, 
n-Hexyvlalkohol—Mannit (Abb. 1, unterer Teil)*. Die Versuchstechnik 
war die gleiche, wie sie in der I. Mitteilung beschrieben wurde ?: 
alle Konzentrationen sind wiederum in Molen angegeben (auf der 
horizontalen Achse, wahrend auf der vertikalen Achse die Verkleisterungs- 
temperatur eingetragen worden ist). Wie man sieht, wird die quellungs- 
tirdernde Wirkung um so mehr abgeschwécht, je mehr hydrophile Gruppen 


1 VIII. Mitteilung. diese Zeitschr. 261, 433, 1933. 

2 In abgekiirzter Form vorgetragen in der Versammlung der Abteilung 
Kolloidchemie des Vereins Niederlandischer Chemiker am 28. Mai 1932 
zu Amsterdam und im Kolloquium des Kaiser Wilhelm-Instituts fiir physi- 
kalische Chemie zu Dahlem am 18. Juli 19382. 

3 Erythrit enthalt bekanntlich vier, Mannit sechs Hydroxylgruppen. 

4 I. Mitteilung. diese Zeitschr. 257, 385, 1933. besonders S. 387. 
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vorhanden sind. Bei Propylenglykol und Trimethylenglykol ist si 
weniger geschwacht als beim Glycerin, das drei Hydroxylgrupp: 
enthalt. 
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2. Zwei oder mehr Hydroxylgruppen bei alizyklischen Verbindungen und bei 


Zuckern. 


Ganz aihnliche Ergebnisse findet man bei der Vergleichung von 
Cyclohexanol mit den drei Cyclohexandiolen (1,2, 1,3 und 1,4), wobve: 
zu bedenken ist, daB die Diole Gemische von Stereoisomeren 
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und trans-Verbindungen) sind. Abb. 2 bringt die Ergebnisse. Die 
Verbindungen mit zwei Hydroxylgruppen wirken erheblich schwacher 
quellungsfordernd als die Verbin- 
dung mit einer Hydroxylgruppe!. 

In einer folgenden Zeichnung 
T T (Abb. 3) sind auch die Messungen 
bei einigen Zuckerarten, sowie bei 


< \ WN i iu D) end Dextrin angegeben worden. Diese 
|, Gych- Substanzen enthalten drei Hydr- 
| & } ana ~ : 











| 1" teat patel oxylgruppen in  jedem — pyra- 
we 4 4 . ‘ : » ° . 
52) noiden C,H,,O;-Ring?. Die Kur- 

| ¢ , , ee 

| % <snn oe ven liegen ersichtlich viel héher 
w 4 als bei Hexylalkohol. 




























Resorcin \-Pyracatechin 72 
. ie Ayarachinon 44 
wg} —--—-4y H } 72 > 
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————— t 1 t : 58) FT > + 
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: | | | _ ¥ % | re Ae 
\ 
\ — 
\ — 
2 = 4 _ gol bi . i 
| aa @ n-Herylalkoho! 
esorcem 13 
| 
“4 7) 7] 72 76 20 % 7 7 1? 76 20 
Abb. 2. Abb. 3. 
Einflu®B von alizyklischen Verbindungen mit Einfluf von Zuckerarten und von Dextrin 


zwei Hydroxylgruppen (verglichen mit den 
entsprechenden aromatischen Substanzen). 


3. Zwei oder mehr Saiuregruppen bei aliphatischen Verbindungen, 

Auch hier fiihrt eine zweite hydrophile Gruppe regelmaBig eine 
Schwachung der quellungsférdernden Wirkung herbei, wenn man in 
molaren Konzentrationen vergleicht. Bei den niedrigen Gliedern der 


' Gestrichelt sind in Abb. 2 die entsprechenden aromatischen Ver- 
bindungen gezeichnet worden. Ahnlich wie im sechsten Abschnitt der 
VII. Mitteilung (diese Zeitschr. 261, 47, 1933, besonders S. 52) wurde 
wiederum gefunden, daB Hydrierung des Benzolkerns die quellungsférdernde 
Wirkung schwdacht. 

* Uberdies enthalt jeder pyranoide C,H,)O;-Ring noch ein Sauerstoft- 
atom im Skelett des pyranoiden Ringes, welches wahrscheinlich auch als 
hydrophile Gruppe wirkt. 











3038 J.R. Katz, A. Weidinger u. F. J. F. Muschter jr. : 


normalen Sauren mit zwei oder mehr Carboxylgruppen wird di: 
quellungsfordernde Wirkung der Sauren mit einer Carboxylgrup) 


nicht nur aufgehoben, sondern zu einer quellungshemmenden ver 
andert. 

Wir konnten die simtlichen Disiuren von C, bis C,) untersuche: 

alle als Na-Salze bei einem py von 6,7 bis 6,8. Zur Untersuchung kamen 

Oxalsiure, Malonsiure, Bernstein 















Wa-MalonaA = sure, Glutarsaure (C;), Adipinsiure. 

Pimelinsiure (Cz), © Suberinséur: 

68) + } Na-Succinat | Azelainsiure (Cy), | Sebacinsaur 

Na-Oxalat a C,)). Damit wurden gestrichelt 
Na-Glutarat ie). lr agg agg 

“ / wil gezeichnet -— die Sauren mit eine: 

- ~ - + _— . 

7 e- ™— 2X _ |] Carboxylgruppe verglichen (C, bis 

o Na-A, ah 3 i , . 

= SON oe cera?! (4). Abb. 4 zeigt, daB die quellungs. 
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Pn 
| one der Sauren mit einer Carboxy!- 
\\ gruppe doch mit der Anzah! 
52 {1 ~T qupraP der Kohlenstoffatome zunimmt, so 
\ + daB die Glieder mit neun und zehn 
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\ \ \e- Azelainat quellungsfordernd wirken. Nur ist 
\' , Na-Heptylat eine Anomalie zu verzeichnen: 
Ww N Wa-Sepactnar | a e ; f 
Wa-Ci Malonsaure wirkt starker quellungs- 
\ la-Caprylat e “Ps 1 
fordernd als Bernsteinsaure 
‘Wa-Pelargonat | Di K ; nd 
W, ie Nonzentrationen = sim in 
0 ay 08 : 
, “a, ad ad “ Abb 4 wiederum molar angegeben 
ADD. > 


worden; driickt man die Konzen 


Wirkung der Natriumsalze yon Siiuren mit . miss 
trationen der Diséuren in Aqui 


zwei Carboxylgruppen und nicht verzweigter 


Kohlenstoffkette (verglichen mit den Na-  valenten aus, was von vielen |x 
triumsalzen der entsprechenden Sauren mit Untersuchungen tiber die lyotroy» 
nur einer Carboxylgruppe). . . ; 

‘ a Reihe bevorzugt wird, so werden 


bei den Diséuren die Abszissen zwei 
mal so groB; mit anderen Worten, die Abnahme der quellungsférdernde: 
Wirkung ist dann noch viel ausgesprochener. Andererseits ist dani 
auch die quellungshemmende Wirkung weniger ausgesprochen. 

Noch weniger quellungsférdernd wirkt Tricarballylat mit sech- 
Kohlenstoffatomen und drei Carboxylgruppen. Man vergleiche sein 
Wirkung mit der von Adipinat (zwei Carboxylgruppen) und von 
Capronat (eine Carboxylgruppe), beide ebenfalls mit sechs Kohlenstoff 
atomen; alle in molarer Konzentration. Die gleichen Substanzen in 
normaler Konzentration sind gestrichelt gezeichnet (Abb. 5). © Auch 


Mehrftach gepriift unter Kontrolle der Reinheit beider Sauren. 
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| normaler Konzentration gibt also jede weitere Carboxylgruppe eine 
ntsprechende Schwachung der quellungsfordernden Wirkung. 

Abb. 6 vergleicht im oberen Teil Methansulfonat (mit einer Sulfo- 
siuregruppe) mit Methandisulfonat (mit zwei solchen Gruppen), mit 
Methantrisulfonat! (mit drei Sulfosiuregruppen) und mit Oxymethan- 
sulfonat (mit einer Sulfosauregruppe und einer Hydroxylgruppe); 
im unteren Teil Athan- 
sulfonat (mit einer Sulfo- 
sauregruppe ) und Oxalat Na-Methantrisu/fonat 


° ° “SL ify iA 
(mit zZWwel Carbe »xvl- 16\ pa Meant — we 
gruppen) mit Athandisul- Na-Methandisulfonat 
aie vay a Na-Oxymethan2 | —~ 
fonat (symmetrisch, mit d | ond) | 
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Na-Acetat 
Na-Capronat 
mA 
OY 48 42 16 60} OY 48 12 16 20 oy 
Abb. 5. Abb. 6. 
Vergleich der Wirkung der Natrium- Einflufs der Natriumsalze von aliphatischen Sulfo- 
salze dreier Siiuren, die alle drei séuren mit mehr als einer Sulfosiuregruppe oder mit 
sechs Kohlenstoffatome enthalten, einer anderen zweiten hydrophilen Gruppe 
iber ein, zwei bzw. drei Carboxyl- 


gTruppen. 


zwei Sulfosiuregruppen) und mit Sulfoacetat (mit einer Sulfosdure- 
gruppe und einer Carboxylgruppe). Durch Einfiihrung einer zweiten 
hydrophilen Gruppe tritt auch hier eine starke Herabsetzung der 
quellungsférdernden Wirkung auf. Alle diese Siuren wurden wiederum 
als Na-Salze bei einem py von 6,7 bis 6.8 untersucht. Auch hier sind 
normale (statt molare) Konzentrationen gestrichelt angegeben worden. 

' Methandisulfoséure haben wir selber hergestellt nach der Vorschrift 
von G. B. Buckton u. A. W. Hofmann, A. 100, 129, 1856. Methantrisulto- 
saure wurde uns von Herrn Prof. H. J. Backer (Groningen) freundlichst zur 
Verfligung gestellt; ebenso Sulfoessigsaure. 
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4. Oxysiuren. 


Abb. 7 vergleicht aliphatische Monocarbonséuren mit deren Ox 
siuren, alle als Na-Salze, alle bei einem py von 6,7 bis 6.8: Acetat mit 
Glykolat (Teil a): Propionat mit z-Oxypropionat (Lactat) und mit 
f-Oxypropionat (Teil b): n-Butyrat mit z-, 6- und y-Oxybutyr 
(Teil c); Tricarballylat mit Citrat und Succinat mit Tartrat (Teil d 
alles molare Konzentrationen. In Teil d geben die gestrichelten Kurve) 
die Wirkung pro eine hydrophile Gruppe an. Offensichtlich wirkt di 
Hydroxylgruppe um so starker schwachend auf die quellungsférdernd: 
Wirkung, je gréBer der Abstand bis zur Carboxylgruppe. Bei Tartrat 
zeigt sich eine erhebliche Abnahme der quellungsférdernden Wirkuny 
bzw. eine Zunahme der quellungshemmenden. Aber auch cine us 
nahme von der allgemeinen Regel ist zu verzeichnen: Citrat liegt unter 
halb ‘Tricarballylat (die zwei Substanzen stimmen bekanntlich bis 
auf die eine Hydroxylgruppe des Citrats iiberein). Vielleicht ist hic: 
die bekannte biologische Citratwirkung (Ca-Ionen unter Bildung 
komplexer Ionen zu entfernen) im Spiel: dieser Punkt bedarf abe: 
noch naherer Klarung. Dab Tartrat und Citrat bekannte quellungs 
hemmende Substanzen sind, liegt wie wir sehen an der groben 
Anzahl ihrer hydrophilen Gruppen. 


>. Vergleich mit den elektrokapillaren Ergebnissen. 


Es mag niitzlich sein, mit den Ergebnissen der vorangehendes 
Paragraphen die elektrokapillaren Ergebnisse zu vergleichen. Denn 
das wichtigste Ergebnis unserer bisher publizierten Untersuchunget 
war eben die enge Parallele mit den elektrokapillaren Versuchen 
Wenn auch die elektrokapillaren Daten hier nur wenig zahlreich sind 
so sind doch diese wenigen Zahlen in ihrer Bedeutung klar und gut 
iibereinstimmend. Glycerin gibt weder an der Grenzflache Wasser — Luft 
noch an der Grenzflache Wasser——Quecksilber eine irgendwie |!» 
deutende elektrische Aufladung, wahrend Propylalkohol in beide: 
Fallen eine starke positive Aufladung gibt (also mit dem Kohlenwassc: 
stoffrest vom Wasser abgewandt, mit der Hydroxylgruppe dem Wass" 
zugewandt liegt). Auch die Abnahme der Grenzflachenspannung is! 
bei Glycerin viel kleiner als bei Propylalkohol; dieselbe ist zwar be: 
Wasser—-Luft kaum merklich, bei \Wasser-—-Quecksilber jedoch gut 
festzustellen!. Ebenso gibt Rohrzucker keine merklichen Aufladung: 
der beiden genannten Grenzflichen. Bei Wasser—-Luft tritt kei 
bedeutende Abnahme der Grenzflaichenspannung ein; bei Wass 

Quecksilber eine ziemlich groBe!. Ebenso haben die elektrokapillar 1 


1 4. Frumkin, Coll. Symp. Monogr. 7, 95—96, 1930. 
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Untersuchungen gelehrt, daB die ziemlich bedeutenden Aufladung: 

bei Essigsiure und Propionsiure verschwinden und in ganz schwac! 

negative iibergehen, wenn man Oxalséure und Malonsdure untersuch' 
Sauren mit mehr Kohlenstoffatomen und mit zwei Carboxylgruppei: 
sind leider elektrokapillar noch nicht untersucht worden!. 


Als allgemeine Zusammenfassung der Ergebnisse der elektrokapillare: 
Untersuchungen fiihrt Frumkin (1930) folgendes an®. Die Einfiihrung ein 
zweiten hydrophilen Gruppe (bzw. von mehreren solchen Gruppen) in ei1 
organische Verbindung erniedrigt allgemein deren Adsorbierbarkeit an «ci 
Grenzflache Wasser—Lutt. Die Abnahme der Adsorbierbarkeit ist vi: 
weniger ausgesprochen an der Grenzflache Wasser— Quecksilber. Der Unte: 
schied ist auffallig beim Rohrzucker, der schwach negativ bei Wasser—Lutt. 
und stark positiv bei Wasser—Quecksilber adsorbiert wird. Dennoch fiihrt 
die Adsorption des Rohrzuckers nicht zu einer positiven Potentialdifferenz 
zwischen Quecksilber und Wasser. Wir miissen deshalb schlieBen, dab dir 
Orientierung der adsorbierten Molekiile, welche als Ursache des elektrische: 
Effektes zu betrachten ist, in diesem Falle verschwunden ist. Wahrscheinlic!; 
liegen die Rohrzuckermolekiile flach an der Grenzfliche Wasser—Queck 
silber, wobei die polaren Gruppen der Molekiile die Méglichkeit haben. de: 
Quecksilberoberflache nahe zu kommen. Die Anziehung zwischen den 
polaren Gruppen und dem Metall verursacht eine Zunahme der Adsorptions 
arbeit, die teilweise den EinfluB der erhéhten Affinitat zum Lésungsmitte! 
aufhebt (welche die Adsorption negativ machte im Falle Grenzfliich: 
Wasser—Luft). Wir finden dieses Ergebnis als allgemeine Erscheinuny 
die Anwesenheit von Quecksilber fé6rdert in manchen Fillen diese Art 
Orientierung der adsorbierten Molekiile, welche zur negativen Aufladwung 
der Obertlache fiihrt. 


6. Versuch einer Analyse der beobachteten quellungsférdernden Wirkungen 
bei den untersuchten aliphatischen Verbindungen. 


Zusammenfassend kénnen wir sagen, daB bei den untersuchten 
aliphatischen Verbindungen zwei hydrophile Gruppen (OH, COO Na 
SO,Na) der Substanz meistens eine bedeutend schwichere quellungs 
fordernde Wirksamkeit geben als eine solche Gruppe. Diese Schwachung 
der Wirkung miissen wir einer entsprechend schwdcheren Adsorption 
zuschreiben, welche durch die staérkere Anziehung des Wassers zu de: 
zwei hydrophilen Gruppen hervorgerufen wird. 

In Ubereinstimmung mit dieser Vorstellung steht vielleicht di 
im vierten Abschnitt beschriebene Tatsache, daB bei den Oxypropionat: 
und bei den Oxybutyraten die Schwachung der quellungsférdernd:: 
Wirkung um so starker ist, je gréBer der Abstand zwischen Oxygrup)» 
und Carboxylgruppe. Denn die Kraft, welche vom Wasser auf di 
Hydroxylgruppe ausgeiibt wird und welche dieselbe von der adso: 


' Derselbe, 1. ec. 
2 ]e. S. 96. 
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jierenden Oberflache abzieht, ergibt ein um so gréBeres Moment, je 
inger der Hebelarm ist!. 

Im Prinzip missen wir freilich auf Grund der von uns in der ersten 
Mitteilung dieser Reihe entwickelten vorlaufigen Erklarung? an- 
uehmen, daB die Einfiihrung einer zweiten hydrophilen Gruppe ge- 
legentlich auch mal eine Verstarkung der quellungsfoérdernden Wirkung 
hervorrufen kénnte. Denn die beiden folgenden Einfliisse  iiber- 
lagern sich: 

a) Eine zweite hydrophile Gruppe erzeugt eine schwdchere Adsor p- 
tion der lyotropen Substanz an der Oberfliche der Starkemicelle. 

b) Pro adsorbiertes Mol wird die Erhdhung der Hydrophilie der 
Micellaroberflache im Falle von mehreren hydrophilen Gruppen ein 
cntsprechend gréBere sein als in dem Falle, wo das adsorbierte Molekiil 
nur eine hydrophile Gruppe tragt. 

Es liegt nun kein zwingender Grund vor, warum immer der zu a) 
genannte Faktor iiber den zu b) genannten iiberwiegen soll. Es kénnte 
auch gelegentlich das Gegenteil der Fall sein. Nur lehrt die Erfahrung 
wie man an Hand vorliegender Abhandlung sehen kann —, daB meistens 
der erstgenannte Faktor tiberwiegt. Diese Tatsache bringt uns zu der 
Vermutung, daB der Faktor der Adsorbierbarkeit tiber den anderen iiber- 
wiegt®. Wir werden in folgenden Abhandlungen sehen, daB es noch 
andere Tatsachen gibt, welche zur gleichen Vermutung fiihren. 

' Dagegen ist dann schwer verstandlich, warum Cyclohexandiol 1,2 
(Abb. 2) starker quellungsf6rdernd wirkt wie 1,3 und 1,4; 1,4 wirkt starker 
als 1,3, was wiederum gut stimmen wiirde. 

2 Diese Zeitschr. 257, 385, 1933, besonders 8. 396. 

3 Alles unter der Annahme, dai wir die in der I. Mitteilung ent- 
wickelte vorléiufige Hypothese zur Erklarung der quellungsférdernden 
Wirkungen als richtig betrachten. 








Heparin als wachstumshemmender Stoff. 


Von 
Albert Fischer und Poul Nystrém. 


(Aus dem biologischen Institut der Carlsberg Stiftung, Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 15, April 1933.) 


Durch die Untersuchungen von EF. Boysen-Jensen, N. Nielsen und 
F. Kégl ist die Existenz pflanzlicher Wuchsstoffe sichergestellt. 

N. Nielsen (1) teilt diese Stoffe in zwei Gruppen ein, namlich in ein 
Gruppe A, die eine Zellstreckung bewirkt, und eine Gruppe B, durch dic 
das embryonale Wachstum, das durch die Vermehrung des Trockengewichts 
der pflanzlichen Kultur gemessen werden kann, angeregt wird. Welch 
Wirkungen diese pflanzlichen Wuchsstoffe auf das Wachstum tierische; 
Zellen ausiiben, steht noch nicht fest. Das von F. Kégl (2) dargestellte 
Auxin, das nach Nielsen der Gruppe A zuzurechnen ware, hat nach Ver- 
suchen von A. Fischer keinen EinfluB auf das Wachstum von tierischen 
Gewebekulturen (7). 

Nachdem von dem die Blutgerinnung verzégernden Heparin 
festgestellt worden war, daB es das Wachstum von tierischen Geweben 
hemmt (3), erschien es von Wichtigkeit nachzupriifen, ob Heparin 
auch einen EinfluB auf das Wachstum pflanzlicher Zellen ausiibt 
Nach den von NV. Nielsen (4) angegebenen Methoden untersuchten wir 
das Wachstum von Hefe bei Gegenwart von Heparin durch Bestimmung 
des Trockengewichts der Hefe. Wir setzten der Nahrlésung folgend: 
Praparate zu: 

1. Trockensubstanz aus Leberrohextrakt nach Howell (5). 

2. Heparin ,,Kahlbaum*’. 

3. HeparinIV nach A. Schmitz und A. Fischer (6), 

4. Reines Heparin. 

In den Tabellen sind die der Nahrlésung zugesetzten Mengen und di: 
gefundenen Hefetrockengewichte, ferner das Verhaltnis f zwische 
gefundenem Trockengewicht bei Heparinzusatz und Trockengewiclhi! 
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ine Zusatz angegeben. / zeigt demnach bei Werten iiber 1° die 
\Vachstumsférderung, bei Werten unter 1° die Hemmung an. Die 
\engen der zugesetzten Praiparate sind in so geringen Grenzen ge- 
halten, daB ihr EinfluB nicht als der von Nahrstoffen angesehen werden 
kann. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte aus einer Reihe von 
Versuchen. 


Tabelle I. 


Leberextrakt. Versuchszeit 24 Stunden. 





Hefe-Trocken- 





Hefe-Trocken- 


















Zusatz gewicht f Zusatz gewicht f 
mg mg mg mg 
0 10,25 -- 2.0 22,45 2,17 
0.5 25,33 2,47 5.0 25,73 2,51 
1,0 21,30 2.08 10.0 34,10 3,33 
Tabelle II. 
Heparin .,.Kahlbaum”™. Versuchszeit 24 Stunden. 
: Hefe-Trocken- P Hefe-Trocken 
Zusatz gewicht f Zusatz gewicht f 
mg mg mg mg 
21,90 2,0 24,50 1,11 
05 23,81 1,08 5,0 25,61 1,12 
1,0 24,12 1,10 10.0 26.41 1,20 
Tabelle III. 
Heparin IV. Versuchszeit 24 Stunden. 
y Hefe-Trocken- . Hefe-Trocken- 
Zusatz gewicht f Zusatz gewicht f 
mg mg mp my 
0 15.10 - 0.2 13.54 0,89 
0.05 16.43 1,08 0.5 13,74 0,91 
0,1 14.13 0,93 
Tabelle IV. 
Reines Heparin. Versuchszeit 24 Stunden. 
‘ Hefe-Trocken- : Hefe-Trocken- 
Zusatz gewicht f Zusatz gewicht f 
mg mg mg ng 
0 13,51 -- 0,2 12,83 0.94 
0,05 13,20 0,97 05 12,40 0.91 
0,1 13,92 0.96 
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Ergebnis der Untersuchungen. 


In den Leberrohextrakten, ebenso wie in dem uneinheitlich 


Heparin ,,Aahlbaum™ befinden sich pflanzliche Wuchsstoffe d« 


Gruppe B. 
Heparin, rein dargestellt, tibt auf das Wachstum von Hefe ei: 


hemmende Wirkung aus. 
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Die neuromuskulare Reizbarkeit in Beziehung zur Biochemie 
der Minerale. 


Il. Mitteilung: 
Der EinfluB einer Anderung des Ca P- und Na K-Verhialtnisses in der Nahrung. 


Von 


L. Seekles und B. Sjollema. 


{us dem Laboratorium fiir medizinische Veterinarchemie der Reichs 
universitat Utrecht.) 


(Eingegangen am 15. April 1955.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


In der ersten Mitteilung! zeigten wir, daB, bei einem UherschuB 
in Phosphor gegentiber Calcium in der Nahrung, im Kaninchen- 
organismus ein Zustand latenter Tetanie entstehen kann, gekennzeichnet 
durch einen Anstieg des Quotienten der Schwellenwerte fiir den Anoden- 
schlieBungs- und Anodendffnungsstrom (AS. AO.). Es ergab sich bei 
diesen Untersuchungen weiter, daB individuelle Unterschiede im 
Verhalten der Tiere erwachsene Kaninchen vorkamen, welche 
nicht erklart werden konnten. 

In den vorliegenden Versuchen, welche wir mit erwachsenen 
Kaninchen, meistens mannlichen Geschlechts*, anstellten, wurden die 
iuBeren Umstande — Temperatur, relative Luftfeuchtigkeit, Barometer- 
stand -— genau bestimmt. Die Versuchstiere wurden stets auf homogenem 
Futter von bestimmtem Mineralgehalt gehalten. Es wurden also nicht. 
wie bei drei der vier Tieren, von denen in der ersten Mitteilung berichtet 


! Diese Zeitschr. 258, 471, 1933. 

2 Wir machten seit Jahren die Erfahrung. dali mannliche Kaninchen 
weniger nervos sind und sich deshalb besser elgnen fiir Messungen, deren 
Resultat auch von psychischen Umstanden abhangig ist. Dies trifft z. B. 

fiir Blutzuckeruntersuchungen und Reizbarkeitsbestimmungen. Wir 
enutzten nur ein weibliches Tier (Nr. 313). 


Biochemische Zeitschrift Band 262. 24 
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wurde, Salzl6sungen peroral zugefiihrt. Es war bei den Versuchen « 
vorliegenden Arbeit die Aufnahme der Minerale dadurch gleichmabig 
als frither. In drei der vier Futterperioden wurden jedesmal zw 
Tiere durch Halsschnitt getétet und das Blutserum und der Musk: 
preBsaft auf ihren Mineralgehalt untersucht. Die Ergebnisse dies 
Untersuchungen werden wir in der dritten Mitteilung naher betrachte; 


Methodisches, 


Die Messung der Schwellenwerte des elektrischen (galvanische: 
Stromes wurde, wie in der ersten Mitteilung angegeben, ausgeftihrt an den 
Flexoren der Vorderptote (die Reizungselektrode aut dem N. medianu- 
Wir bestimmten jetzt die KathodenschlieBungs- (IKKS.), AnodenschlieBung- 
(AS.) und Anodenéftnungswerte (AO.) und nicht den Kathodenéffnung- 
wert (KO.), weil hierbei meistens Tonusanderungen in der Muskulaty 
auftraten. Zwecks méglichster Schonung der Haut wurde das Haar ): 
den letzten 2 Monaten ab 17. Marz nicht mehr mittels Strontiur 
sulfidpaste entfernt, sondern mit Hilfe einer Tondeuse bis auf die Hawt 
abgeschnitten. Die Fiitterung fand einmal pro Tag, etwa 3 Stunde: 
vor der Reizbarkeitsmessung, statt'. Unruhe der Tiere. verursacht dure! 
Hunger, war also auszuschlieBen. 


Die Zusammensetzung des Futters, 


Es wurde eine Grundration verabreicht, zusammengesetzt aus: Kol 
riiben (frisch) 20.0 g¢, Maismehl 60.0 g, Sojameh! 16.0 2, Filtrierpapic: 
Pulverform) 2.0 g. Roggenstroh (mit Saéure iw 
Wil 


(mineralfrei gemacht, in 
Lauge ausgekocht) 2.0 g¢7. In allen diesen Grundstoffen bestimmten 
den Gehalt der verschiedenen Minerale. Dieser Grundration wurden ver 
schiedene Salze — KCl, KH,PO,, K,HPO,, K-Citrat, Na,H PO,. 2H, 0, 
Na-Citrat und Ca-Gluconat — in verschiedener Menge  zugegebhen. 
Jedes Tier erhielt pro Tag: a) in der Periode 7. bis 14. Dezember 193! 
100 ¢ Futter, mit 120 ¢g lauwarmem Wasser gemischt; b) in allen andere: 
Perioden 110g Futter mit 150g lauwarmem Wasser. In der Tabelle | 
ist der Mineralbestand der fertigen Futtergemische, sowie das Verhaltm- 
der wichtigsten Minerale angegeben. Fiir jedes Futtergemisch berechnete: 
wir auch den Base-(Séure-) UberschuB in Milliaquivalenten, d. h. es wurde: 
die Mengen der verschiedenen Kationen und Anionen, in Milligramm }) 
100 g¢ Futter, geteilt durch die Aquivalentgewichte?®. 


' Nur an den Tagen der Futteranderung machten wir die Messun. 
vor der Fiitterung; sofort nach der Messung wurde dann das neue Futter 
verabreicht. 

2 Im Futter vom 23. Januar 1932 und spiter wurde der Mischuns 
3¢ Roggenstroh und kein Filtrierpapier zugesetzt. 

3 Weil im Organismus die Reaktion im Mittel nahezu neutral 
nehmen wir an, daB aus dem Phosphor eine Mischung von Mono- und }) 
phosphat gebildet wird, und zwar im Verhaltnis von etwa 7 Teilen sekw: 
darem auf 3 Teile primares Phosphat gleicher molekularer Konzentrat 
(Pu 7.17). Das PO,-Ion ist also etwa 1,7 wertig, und die Aquivalenzza 
betragt 31,1,7 18. 
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Ergebnisse. 


Die Resultate sind in den Abb. 1, 2 und 3 angegeben! 
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Abb. 1. 
Reizbarkeitskurven bei verschiedener Nahrung. 
{S = Muskelspannung; £ = Exzitation: 7 = Muskeltremor: 4-E = Augenentziindung: 


Zahlen (‘/2 usw.) = nicht aufgenommenes Futter, in Tagesmengen ausgedriickt. 


1 Zwecks Raumersparnis wurden die gemessenen Schwellenwert: 


nicht aufgenommen. Die aus diesen Zahlen berechneten KS./AO.-, AS. AO 


und 1/(KS. + AS. + AO.)-Werte. sowie Temperatur, Luftfeuchtigk: it) und 
Barometerstand findet man in den Kurven 1, 2 und 3. In den Abbildunge! 


findet man ebenfalls nahere Angaben bezitiglich des Zustandes der Tic! 
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Abb. 2. Reizbarkeitskurven bei verschiedener Nahrung 
Bedeutung der Buchstaben und Zahlen wie in Abb. 1.) 


1. Erregbarkeit. 

Die Erregbarkeit der Tiere driicken wir aus durch den reziproken 
Wert der Summe der drei Schwellenwerte, also 1 :(KS.— AS. — AO.). Weil 
bei den Versuchen vor-dem 17. Marz die Beschaffenheit der Haut, wegen eines 
mdéglichen Einflusses der Rasierpaste, vielleicht nicht stets ganz dieselbe war, 
legen wir nur Wert auf die absolute Héhe der Erregbarkeitszahlen, welche 
nach diesem Zeitpunkt bestimmt wurden?. Es ergibt sich dann folgendes. 





1 Weil alle Versuche mit Nr. 302 vor dem 17. Marz zu Ende waren, 
kénnen eventuelle Anderungen in der Reizbarkeit bei diesem Tiere also 
nicht naher betrachtet werden. Dasselbe gilt fiir die Reizbarkeitsanderungen, 
nwerte welche in einer der Perioden mit anormalem Na/K-Verhaltnis des Futters 
_/AO vorkommen. Die 1/(KS. — AS. AO.)-Kurven wurden vor dem 17. Marz 
it und diimn, nach diesem Zeitpunkt dicker gezeichnet. Nur auf die letzt- 
lunge! erwahnten Abschnitte wird Wert gelegt. (Durch einen Irrtum wurde bei 
Tie Nr. 317 diese Differenz nicht angegeben.) 











372 L. Seekles u. B. Sjollema: 


a) In den Perioden normaler mineraler Verhaltnisse fanden wir d 
Reizbarkeit im allgemeinen niedrig. Es kamen jedoch unerwartete Ai 
stiege der Reizbarkeit, stets von Muskelspannung begleitet. vereinze 
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Abb. 3. 
Reizbarkeitskurven bei verschiedener Nahrung. 
(Bedeutung der Buchstaben und Zahlen wie in Abb. 1). 
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vi. Es soll indessen betont werden, dali nicht stets bei erhdéhtem 
uskeltonus auch eine erhéhte Erregbarkeit vorkommt. wie aus den 
K\urven zu ersehen ist. Eime direkte Beziehung zwischen Muskeltonus und 
lektrischer Reizbarkeit fehlt also. 


b) Beim Ubergang von normalem Futter auf Futter mit weitem Ca: P- 
Verhdltnis (wenig Ca und viel P) wurde die Reizbarkeit bei allen Tieren 
erhéht gefunden. Der Zeitpunkt. auf dem dieser Anstieg der Reizbarkeit 
vuftrat. sowie ihre Dauer und Héhe war bei den Versuchstieren verschieden, 
wie aus den Kurven hervorgeht. 


Das Verhalten der Nr. 311 und 315 wich in einer bestimmten Hinsicht 
von demjenigen der fiinf anderen Tiere ab. Nr. 311 zeigte sich namlich in 
dieser Periode sehr emptindlich. Schon am dritten Tage wurde Tremor 
der Kiefermuskulatur und eine deutliche Nervositat des Tieres festgestellt, 
welche Erscheinungen sich am vierten Tage in erhéhtem Ausmalb heraus- 
stellten. Es war dann auch das Trousseausche Phanomen positiv (Krampf 
der Zehen nach Zusammendriicken der Nerven- und GetaBstamme des 
Oberarmes). Am siebenten Tage war die Reizbarkeit noch erhéht. Dann 
wurde das Tier getétet. Nr. 315 zeigte dagegen nur am ersten Tage der 
Futteranderung (12. April) kaum eine kleine Reizbarkeitszunahme, welche 
in den folgenden Tagen dieser Perioden nicht anhielt. Wahrend von diesen 
zwei Tieren das eine also eine sehr starke Reaktion zeigte, war das andere 
nur wenig empfindlich. 

¢) Beim Ubergang vom Futter mit weitem Ca: P-Verhaltnis auf 
Futter. in welchem auberdem ein anormales Na: K-Verhdltnis vorlag, 
fanden wir bei allen Tieren die Reizbarkeit erhéht, und zwar, mit Ausnahme 
von Nr. 215, starker erhéht als in der vorhergegangenen Periode. Es kam 
hier also eine Superponierung des Ca/P-Effektes durch den Na, K-Effekt 
zutage. Die Erhéhung der Reizbarkeit zeigte sich in dieser Futterperiode 
entweder sofort wie es bei Nr. 304 und besonders bei Nr. 315 der Fall 
war —, oder erst nach einigen Tagen: Nr. 215, 305, 318 und 319. Bei drei 
dieser zuletzt genannten Tieren fanden wir in den ersten Tagen nach der 
Futteranderung sogar eine Erniedrigung, welche beim Kaninchen Nr. 215 
zwar gering, bei den Nr. 318 und 319 aber bedeutend war. 


d) Bei vier Tieren wurde nach dieser Periode anormaler Ca/P- und 
Na K-Verhaltnisse wieder auf normales Futter tibergegangen, bei welchem 
Chergang eine prompte und bleibende Erniedrigung der Reizbarkeit in 
demjenigen Falle, wo dieselbe am Ende der vorhergegangenen Periode 
noch erhéht war (Nr. 215), auftrat. Bei den Kaninchen Nr. 304 und 305 
waren die Erregbarkeitswerte am Ende der abnormen Ca,/P- und Na K- 
Periode schon nahezu normal, und es trat beim Ubergang auf das 
normale Futter — und auch in den nachsten Tagen kaum eine 


1 Wir méchten hier auf eine Besonderheit, die Reizbarkeit betreffend, 


hinweisen, welche bei Nr. 311 beobachtet wurde — obwohl dieselbe vor 
dem Zeitpunkt der neuen Rasiermethode gefunden wurde —. und zwar 


auf die starke Erhéhung. welche wir vom 4. bis 9. Marz feststellten. Eine 
akute Augenentziindung fiel genau mit dieser Reizbarkeitssteigerung zu- 
sammen, sonst fanden wir am Tiere keine Anderungen. Wir bedauern, 
wegen Raumersparnis unter dem Zwange der jetzigen Verhaltnisse, nicht 
alle Besonderheiten der Kurven im Text besprechen zu kénnen. 
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Anderung auf. Nr. 315 zeigte am ersten Tage eine voritibergehend: 
veringe Erniedrigung. 

e) Bei denselben zu d) genannten Tieren wurde nunmehr wieder aut 
Futter mit anormalem Ca/P-Verhaltnis iibergegangen. Wir fanden be 
Nr. 215 am vierten und besonders am fiinften Tage und bei Nr. 304 a: 


zweiten und vierten Tage eine geringe Steigerung der Reizbarkeit. Nr. 305 


zeigte schon am ersten Tage eine betrachtliche Zunahme,. auf welche ein: 
langsame und regelmaBige Senkung folgte. Bei Nr. 315 war die Steigeruny 
am ersten Tage schon merkbar und am zweiten Tage erheblich. 


2. Der AS./AO.-Quotient. 


Die Zahlenwerte dieses Quotienten, die wir vor dem 17. Marz also 
in der Periode, wo Rasierpaste verwendet wurde — erhielten, betrachten 


wir als richtig, im Gegensatz zu der absoluten HOhe der KS.-, AS.- und AO. 
Werte. Wir nehmen also an, daB eine etwaige, von der Rasierpaste hervo1 
gerufene Anderung der Hautbeschaffenheit, die drei von uns bestimmten 
Schwellenwerte in dem gleichen Sinne und in demselben Ausmal} beeinflubt. 
Es ergibt sich dann folgendes. 

a) Bei normalen Mineralverhdltnissen im Futter war bei den meister 
Kaninchen der AS./AO.-Wert relativ niedrig, d. h. meistens < 1. Es kamen 
aber dann und wann Anstiege des Wertes vor, welche manchmal mit Tonus 
erhéhungen in den Extremitétsmuskeln einhergingen, zum Teil aber auc! 
ohne angebliche Ursache auftraten. Diese unerwarteten Steigerungen 
kamen besonders haiufig in den Monaten Februar und Marz vor!. 


DaB hier ein EinfluB des Friihjahrs vorliegt, geht mitunter aus de! 
Beobachtung hervor, daB in der letzten normalen Periode, vom 3. bi- 
9. Mai, in der mit vier Tieren (Nr. 215, 304, 305 und 315) experimentiert 
wurde, stets niedrige AS./AO.-Werte gefunden wurden, mit nur zwei un 
erwarteten Anstiegen, Nr. 215 (am 9. Mai) und Nr. 304 (am 7. Mai). Im 
letzteren Falle war der Muskeltonus erhéht. 

b) Bei anormalen Na: K-Verhdltnissen im Futter fanden wir bei fiint 
Kaninchen ein wechselndes Verhalten. In der Periode vom 7. bis 14. De 
zember fanden wir bei Nr. 215 und 319 héhere AS.-/AO.-Werte als in de: 
folgenden normalen Periode. Bei Nr. 302 trifft dies zu, wenn man by 
diesem Vergleich den Anstieg in der normalen Periode am 16. Dezembe1 
auBer Betrachtung laBt. Bei den Kaninchen Nr. 311 und 318 ist der Anstieg 
des AS./AO.-Wertes nur angedeutet, aber keinesfalls feststehend. — Fii 
die Periode vom 29. Dezember bis 11. Januar fanden wir bei Nr. 215 eine: 
starken Anstieg der AS./AO.-Werte und besonders auch der taglichen 


' Bekanntlich tritt besonders im Friihjahr manchmal Kindertetanic 
auf. Die Ursache dieses Saisoneinflusses ist nicht geklart. Es ist fraglich. 
ob die ersten Monate des Jahres, besonders Februar und Marz, sich fii 
Untersuchungen der elektrischen Reizbarkeit eignen. Zwecks Beruhiguny 
der Tiere wurde nicht wahrend der ganzen Dauer dieses Zeitabschnittes 
gemessen. Wir haben jedoch den Eindruck, daB diese Abgewéhnung de: 
Tiere von den iiblichen bei der Messung stattfindenden Handlungen di 
Genauigkeit der Messungen vielmehr schadet. Fiir die meisten Versuch- 
tiere gibt eine regelmaBige, tagliche und schonende Behandlung die besten 
Ergebnisse. Es kommen jedoch Ausnahmen vor. 
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schwankungen dieser Werte. Bei Nr. 319 kam dasselbe, aber weniger 
wusgepragt, ans Licht. Bei Nr. 311 und 318 sind. wie in der Periode vom 
7. bis 14. Dezember, die Anstiege nur angedeutet. Bei Nr. 302 waren die 
Vessungen wegen Exzitation wertlos. 

¢) Bei anormalen Ca: P-Verhdltnissen im Futter zeigten die Kaninchen 
Nr. 215, 305, 311 und 319 in der Periode vom 12. bis 20. April betrachtliche 
Steigerungen der AS./AO.-Werte, die am Ende dieser Periode meistens von 
Senkungen bis auf die normalen Werte gefolgt wurden. Bei Nr. 318 war 
diese Steigerung nur angedeutet wegen Tonusanderungen war die Be- 
stimmung unsicher —, und bei Nr. 315 kam sie wegen Tonusaénderungen und 
Exzitation gar nicht zutage. 

In der Periode vom 10. bis 14. Mai kamen deutliche Anstiege des 
As. AO.-Wertes bei den Kaninchen Nr. 215 und 315 vor; bei Nr. 305 wurde 
der Anstieg des ersten Tages sofort von einer Erniedrigung gefolgt. Nr. 304 
zeigte weder in der Periode vom 12. bis 20. April, noch im Zeitabschnitt 
vom 10. bis 14. Mai einen Effekt. Bisweilen trat ein deutlicher Tremor 
verschiedener Muskeln auf (siehe die Kurven). 

d) Bei gleichzeitigen anormalen Verhdltnissen von Ca,P und Na: K 
fanden wir bei den Kaninchen Nr. 304, 305, 318 und 319 starke Anstiege 
der AS./AO.-Werte, meistens mit erheblichen taglichen Schwankungen. 
Nr. 215 zeigte nur am ersten Tage eine Erhéhung des AS. AO.-Wertes. 
Bei Nr. 315 war dieser Wert zwar hoch, aber kamen deutliche Unterschiede 
mit den AS./AO.-Werten in den vorhergegangenen und folgenden Futter- 
perioden nicht zutage. Auch hier trat bisweilen Tremor verschiedener 
Muskeln auf (siehe die Kurven). 


3. Der KS./AO.-Wert. 


Im groBen und ganzen folgt diese Kurve mit nur wenigen Ausnahmen 
derjenigen des AS./AO.-Wertes, und zwar auf niedrigerer Héhe. Auf eine 
nahere Betrachtung kann also verzichtet werden. 


4. Der mégliche Einfluf des Fastens. 


Es ergab sich, daB in den Perioden anormaler Ca: P-Verhaltnisse 
und mehr noch bei der Fiitterung einer Ration, in welcher iiberdem ein 
anormales Na: K-Verhaltnis vorlag, die Versuchstiere manchmal nur 
ein Teil ihres Futters aufnahmen und dabei stark abmagerten!. Ein EinfluB 
des Hungerns auf die neuromuskulire Reizbarkeit im Sinne einer Ver- 
schiebung nach der Seite der latenten Tetanie. ware durchaus wahrscheinlich 
zu erachten, zumal es beim Hungern einen Abbau des Kérperproteins gibt, 
bei welchem ProzeB die endogen gebildete Phosphorséure die Phosphor- 
sauremenge, welche sich aus dem Futter durch Verbrennung bildet, erhéht. 
Das Ca/P-Verhaltnis im Tierkérper wird also ungiinstiger. 


Die Gesamtmengen nicht verbrauchten Futters findet man in der 


Tabelle II *. 


1 Der Geschmack des Futters war stets gut, wenigstens unserer An- 
sicht nach. 

* Uber die Verteilung der nicht aufgenommenen Futtermengen an 
den verschiedenen Tagen geben die Abbildungen Auskunft. 
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Tabelle Il. Nicht verbrauchtes Futter (in Tagesmengen). 





Nicht verbrauchtes Futter (in Tagesmengen) 3 
. —_—— Anormales Ver 





Periode und Dauer 


(in Tagen) Nr. 215 _ Nr. 305 - ™. ~. =. haltnis im Futt 
11. IV. bis 20. IV. (9) 14/sit+ 3g + 3/, 0 1 2 Ca:P 
13.2%. , 36:39. 9) — — Fi, — —_-_ — Ca: P 
Sv. , BMY. 0 0 0 - -- a - Ca:P 
av. . BV @ — - os 0 -— Ca: P 
20. 1V. , 2&IV. @® — - - — — <1 2, Ca: Pu. Na: k 
20.1V. , 2 V.@2)ji<1 241), — 4%, —- Ca:Pu. Na: k 


Aus der Tabelle [Il geht hervor, da®B dem Hungern nur eine sehr unte: 
geordnete Rolle in den Perioden abnormaler Ca: P- (und Na: K-) Ver 
haltnisse zuerkannt werden kann. 

Bei einem von uns angestellten Hungerversuch fielen uns Differenzen 
mit den oben genannten Zustanden anormaler mineraler Fiitterung., wir 
aus folgendem hervorgeht, aut. 

Fiir diesen Versuch verwendeten wir Kaninchen Nr. 215*, das in den 

vorhergegangenen 24 Tagen auf einer Ration aus Gras. 
a Hafer und Weizenbrot (Vollkorn) gehalten worden war ! 
Ne 215 Es wurden taglich 30 cem Wasser per os gegeben. 
fastversuch aber kein Futter. Abb. 4 zeigt die Resultate. 
| Vom vierten Tage des Fastens aufwarts treten 
deutliche Reizbarkeitsanderungen auf, mit erhebliche: 
Zunahme der Reizbarkeits- und der AS./AO.-Werte. 
genau wie bei den Tieren in den anormalen Ca: P 
(und Na: K-)Futterperioden gefunden wurde. Merk- 
-——————+ wurdigerweise bleiben aber die KS./AO.-Werte stets 
nahezu dieselben: die KS./AO.-Kurve folgt also nicht 





dem Verlauf der AS./AO.-Kurve. wie bei den Tieren., 
a a a pan welche auf oben genanntem anormalen Futter ge- 
halten wurden. Die KS./AO.-Werte bleiben nahezu 
dieselben. weil die Anderungen der KS.- und der AO 
1 a Werte wahrend des Fastens in gleichem Sinne und 
Abb. 4 in demselben Ausmal stattfinden. Eine zweite Ditte- 
Reizbarkeitskurven 'enz bildet die Gewichtsabnahme, deren Ausmab, der 
im Fastversuch (am Erwartung gemaB, in dem Fastversuch weit erheh- 
me bag — licher war als bei den Kaninchen in den Perioden 
re a anormaler Ca : P- (und Na: K-)Verhaltnisse  de- 

genommen). Futters. 











7 


* Obwohl es uns bekannt war, da’ individuelle Unterschiede vor- 
kommen, stellten wir den Fastversuch mit einem Kaninchen an. Wi! 
wahliten fiir diesen Versuch indessen ein Tier, dessen Verhalten |» 
anormaler — und normaler — Fiitterung bekannt war (Nr. 215), dan 
die Differenzen zwischen dem FasteinfluB und dem EinfluB8 der anorma!:: 
mineralen Fiitterung genau festgestellt werden konnten. 

! Wir haben erfahren, daB im allgemeinen bei dieser Fiitterung < 
Tiere schon eine .,anormale*’ elektrische Reaktion aufwiesen, d. h. eine! 
AS./AO.-Wert > 1 zeigten. Hafer und Weizen haben bekanntlich ein u:! 
giinstiges Ca/P-Verhialtnis. 
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Ein dritter Unterschied mit den Tieren aut anormalem Futter fanden 
ir in der mineralen Zusammensetzung des Blutserums und des Muskel- 
reBsaftes, und zwar besonders im Phosphorgehalt. In der dritten Mit- 

reilung werden wir Naheres hieriiber berichten. 

Wir kommen also zu der SchluBfolgerung. daBi die mineralen Ver- 
haltnisse des Futters, besonders das Ca: P- (und Na: K-) Verhaltnis matb- 
vebend fiir die Beeinflussung der neuromuskularen Reizbarkeit sind. 

In den Perioden erhéhter Reizbarkeit unterliegen die Reizbarkeits- 
ind AS. AO.-Werte erheblicheren Schwankungen als in den normalen 
Fiitterungsperioden!. Man darf also nicht erwarten, dali die Mittelwerte 
stets einen deutlichen Effekt zeigen werden. 

In den Kurven kommen diese Schwankungen deutlich ans Licht. 

Wir méchten noch darauf hinweisen, dali in den Perioden anormatlet 
Ca: P- (und Na: K-)Verhaltnisse das Futter einen ganz geringen Uber- 
schuB, weniger als | Milliaquivalent pro 100 g, der séurebildenden Elemente 
enthielt, wahrend in den anderen Futtergemischen ein Baseniiberschub 
von etwa 23 bis 34 Milliiquivalenten pro 100g vorlag. DaB die Anderung 
les Basen(siure-) Cberschusses an erster Stelle fiir die Reizbarkeits- 
anderungen verantwortlich sei, mu abgelehnt werden, denn einerseits 
gab es eine deutliche, obwohl inkonstante. Reizbarkeitsanderung bei 
anormalem Na: K-Verhaltnis im Futter. in welcher Periode ein’ Basen- 
iiberschuB zu 23,0 Milliaquivalenten pro 100g Futter vorlag, andererseits 
ying ein deutlicher Anstieg der Reizbarkeit hervor beim Ubergang vom 
Futter mit anormalem Ca: P-Verhaltnis auf Futter, in welchem sowohl 
das Ca: P- wie das Na: K-Verhaltnis anormal war, wobei der Saure- 
iiberschuB sich indessen nicht anderte. 

Wir haben bei unseren Versuchen die Mengen der Elemente Mg. C! 
ind S im Futter méglichst konstant gehalten. Dies war indessen nicht in 
allen Fallen méglich. z. B. muBte in den Perioden anormaler Ca: P- (und 
Na: K-) Verhaltnisse die Chlormenge herabgesetzt werden. um den Saure- 
iiberschuB im Futter so klein wie méglich zu halten (Tabelle I1). 

Es ist méglich, dab in den Perioden der héchsten Reizbarkeitswerte 
anormales Ca: P- (und Na: K-) Verhaltnis die anderen Mineralverhalt - 
nisse (Ca: K, Ca: Mg) eine Rolle spielen. Beim Ubergang von normalem 
Futter auf Futter mit anormalem Ca: P-Verhaltnis gibt es eine Anderung 
des Ca: K-Quotienten von 1: 3,51 auf 1: 16,54. Bei anormalem Ca: P- 
und Na: K-Verhaltnis im Futter wird der Ca: K-Quotient sogar |: 23.13. 
Dieser relative K-Uberschu® gegeniiber Ca geht wahrscheinlich mit einer 
Reizbarkeitssteigerung Hand in Hand. 

Das Ca : Mg-Verhaltnis andert sich in den zwei oben genannten Perioden 
von 1:0,132 auf 1:0,865. Bekanntlich wurde neulich gefunden*, dal 
Abwesenheit von Mg im Futter bei Ratten tetanieartige Anfalle hervorruft. 
Nimmt aber, wie bei uns, die Mg-Menge im Futter relativ zu. so darf man 
eher das Gegenteil erwarten. Es ist also wahrscheinlich. daB in den Perioden. 
in denen anormale Ca: P- (und Na: K-)Fiitterung gegeben wird. das neue 
Ca: Mg-Verhaltnis der Nahrung den Reizbarkeitsanderungen nach det 


? Mit Ausnahme der normalen Futterperiode in den Monaten Februar 
und Marz (Friihjahrseinfliisse !). 

2H. D. Kruse, E. R.Orent u. E. V. McCollum, J. of biol. Chem. 96, 
519, 1932. 
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Richtung der Tetanie entgegen wirkt. Wie aus den Versuchen hervorgelit 
wird dieser tetaniehemmende Effekt des neuen Ca: Mg-Verhaltnisses i: 
Futter von der tetanief6rdernden Wirkung der anormalen Ca: P- (und 
Na : K-) Verhaltnisse meistens, aber nicht immer, tiberstimmt. 


5. Aupere Umstdande. 
Ein EinfluB der auBeren Umstainde (Barometerstand, relative Luft 
feuchtigkeit, Temperatur) auf die neuromuskulire Reizbarkeit stellte sic! 
nicht heraus (Abb. 1, 2 und 3). 


Zusammenfassung. 


1. Bei Fiitterung einer Futtermischung mit normalen minerale1 
Verhaltnissen waren die Reizbarkeitswerte niedrig, die AS./AO 
Quotienten meistens niedriger als 1 gefunden. Unerwartete Anstieg: 
dieser beiden Werte kamen jedoch vereinzelt vor, besonders in den 
Monaten Februar und Mirz (Frihjahrseinfliisse!). In der normalen 
Futterration waren die Mineralverhaltnisse wie folgt: Na/K = 1 6,1. 
Ca/P 1/0,78, Ca/K 1 /3,52, Ca/Mg = 1/0,132. 

2. Bei anormalem Na: K-Verhaltnis des Futters (Na/K 1 542 
waren die AS./AO.-Werte in den meisten Fallen erhéht. In anderen 
Fallen waren die Anstiege dieses Quotienten jedoch nur angedeutet: 
stiirkere tiagliche Schwankungen dieses Verhaltnisses kamen dann 
ziemlich oft vor. 

3. Deutlicher und regelmaBiger erhéht waren die Reizbarkeits- 
und AS./AO.-Werte bei anormalem Ca: P-Verhaltnis im Futter 
(Ca/P = 1/8,4). Die Dauer und Hohe der Anstiege zeigten auch hiet 
Schwankungen. Vereinzelt wurde ein Tremor der Kiefermuskulatu 
und ein positives 7'’rousseau-Phanomen wiahrend dieser Perioden fest- 
gestellt. 

4. Starke Anstiege sowie erhebliche tagliche Schwankungen dei 
Reizbarkeit und der AS./AO.-Quotienten fanden wir bei kombinierten 
anormalen Ca: P- und Na: K-Verhaltnissen (Ca/P 1,8:4 und Na kK 
= 1:571). Im allgemeinen waren die Anstiege der Reizbarkeits- und 
AS./AO.-Werte in diesen Perioden gréBer als in den Perioden anormalet 
Ca/P-Verhiltnisse. Auch trat hier bisweilen Tremor verschiedenc: 
Muskeln auf. 

5. DaB bei der anormalen Fiitterung besonders bei anormalem 
Ca/P — dann und wann die Reizbarkeitsinderung gering bleibt, kann 
wenigstens zum Teil, aus dem tetaniehemmenden EinfluB des Ca Mz 
Verhaltnisses im anormalen Futter erklart werden, andert sich ja 
dieses Ca Mg-Verhaltnis von 1 : 0,132 (im normalen Futter) zu 1: 0.865 
(in den zwei abnormalen Ca P- bzw. Ca/P- und Na K-Perioden). 

6. Das verabreichte Futter mit anormalem Ca: P- (und Na: Kk 
Verhaltnis wurde nicht so gut von den Tieren aufgenommen wie normales 








alse 
nak 
Tin 
sta’ 


der 
Auf 
yon 
im 


abg 


Luft 
kon! 





rgelit 


es i! 


(una 


Luft 


P SIC! 


ralen 
AO 

stieg 
den 
nalen 
L 61, 


D42) 
leren 
utet: 
dann 


<eits- 
utter 
hier 
latur 
fest- 


| der 
rten 
va Kk 
und 
naler 
lene! 


alem 
ann, 
Meg- 
h ja 
865 


OK 
lales 














-euromuskulire Reizbarkeit in Beziehung z. Biochemie d. Minerale. Il. 379 


rutter. Ein Hungerzustand, aus welchem die Reizbarkeitsinderungen 
zu erklairen waren, lag indessen nicht vor. In einem von uns angestellten 
Fastversuch zeigte sich ebenfalls eine Zunahme der Reizbarkeits- und 
\S. AO.-Werte. Die KS. AO.-Kurve, welche bei unseren Fiitterungs- 
versuchen der AS. AO.-Kurve fast immer auf niedriger Héhe folgt, 
also. bei anormaler Fiitterung ansteigt, bleibt in dem Fastversuch 
nahezu unverandert, d.h. die Anderungen der KS.- und AO.-Werte 
finden wihrend des Fastens in gleichem Sinne und demselben Ausmal 
statt. 

7. Da&B die Anderungen der elektrischen Reizbarkeit in die tichtung 
der latenten Tetanie, welche wir bei der Fiitterung mit in mineraler 
Aufsicht anormal zusammengesetzten Futtergemischen  feststellten, 
von der — relativ kleinen Differenz des Basen- (Siure-) Cherschusses 
im Vergleich mit dem normalen Futter verursacht sein wiirde, muB 
abgelehnt werden. 

8. Ein Einflu8 der auBeren Umstande Barometerstand, relative 
Luftfeuchtigkeit, Temperatur auf die neuromuskulaire Reizbarkeit 
konnten wir nicht feststellen. 








rT. 


Verteilung anorganischer Salze im Koérper einiger Vogel. [. 
Von 
A. Bernardi und M. A. Sehwarz. 
(Aus dem chemisch-pharmazeutischen Institut der Universitat Bologna. 


(Eingegangen am 16. April 1933.) 


Wir wollten priifen, ob die verschiedene Nahrung der Végel einen 
EinfluB auf den Salzgehalt der einzelnen Teile des Organismus hat 
Wir wahlten zum Versuch Voégel verschiedener Klassen, wie wir gleich 
naher beschreiben werden, die sich durch ihre Nahrung und durch 
ihre Lebensweise voneinander unterscheiden. 

Wir achteten darauf, daB die Tiere in méglichst gleichem Zustande 
waren, um Vergleiche anstellen zu kénnen:; wir sorgten auch dafiir, 
daB die Resultate Durchschnitte vieler Bestimmungen darstellten 
Aus den erhaltenen Resultaten ergibt sich eindeutig, daB der Gehalt 
an anorganischen Salzen im Darm, im Blut, in der Leber, im Herz 
in den Nieren, d.h. in den Organen des vegetativen Lebens, im al! 
gemeinen als konstant zu betrachten ist, und zwar im frischen wie im 
trockenen Organ, wo dem Wassergehalt Rechnung getragen wird 
der einige unbedeutende Verschiedenheiten aufweist. 

Der Salzgehalt ist im Brustmuskel ziemlich konstant, ist dagegen 
in den Schenkelmuskeln, im Pankreas und in der Haut verschieden 
Die Ursache dieser Verschiedenheit liegt bei der Haut wahrscheinlich 
in der mehr oder weniger reichlich vorhandenen Fettschicht, die sich 
sehr schwer trennen 1aBt, bei der Bauchspeicheldriise in’ der ver 
schiedenen Nahrung und im verschiedenen Zustande der Driise selbst 
die kleinen Schwankungen des Salzgehaltes in der Brust und die groben 
des Salzgehaltes in den Schenkelmuskeln lassen sich wohl damit erklaren 
da®B der Brustmuskel eine einf6rmige Masse darstellt, wahrend der 
Schenkelmuskel aus verschiedenen Muskeln besteht, von denen di 
Sehnen und die Aponeurose schwer véllig zu trennen sind, ohne div 
Tendenz einiger Sehnen zur Verkalkung (z. B. im Truthahn) zu_beriick 
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Verteilung anorganischer Salze im Korper einiger Vogel. 1. 38] 


sichtigen. Wir halten es fiir ausgeschlossen, dal der verschiedene Tod 


der ‘Tiere einige wurden durch Verbluten mittels Schnitt der Schlag- 
ider getétet, andere wurden geschossen bedeutende Fehler ver- 


ursacht, um so mehr, als man tatsachlich Tiere wahlte, wo der Schub 
eine Verwundung mit Blutaustritt in der Brusthéhle verursachte, so 
daB das in den Geweben eventuell zuriickgebliebene Blut nicht 
mehr sein’ konnte, als wenn das Tier durch Verbluten getétet 
worden war. 

Man kann aber auch annehmen, dab zwischen dem Salzgehalt und 
der Muskelarbeit eine Beziehung besteht!: deshalb wollen wir auch die 
in den einzelnen Muskeln vorhandene Milch- und Phosphorsiure  be- 
stimmen, um so eine Beziehung zur Miidigkeit infolge einer vollbrachten 
Arbeit festzustellen. 


Experimenteller Teil. 


Fiir unsere Bestimmungen vertiigten wir tiber folgendes Material: 
Kin Spital dieser Stadt lieferte uns die Eingeweide von etwa 1L00 Hiihnern; 
12 Hiihner aus der Umgebung der Stadt téteten wir durch den Schnitt 
der Schlagader und benutzten Blut, Haut, Brust und Schenkelmuskel fiir 
unsere Bestimmungen. Auch Meleagris gallopavo, Anas domestica und 
Columba domestica L. wurden durch Verbluten getétet: da gerade die 
Brutzeit war, t6teten wir nur Mannchen, und zwar acht Individuen jeder 
Art aus verschiedener Zucht dieser Stadt. 53 Vanellus vanellus (Mannchen 
und Weibchen, alte und Junge) wurden mit Netzen in der Rémischen 
Campagna gefangen und durch Ersticken getotet. 


Alle tibrigen Végel wurden geschossen; man wahite ausschlieblich 
solche, bei denen die Wiunde Blutaustritt verursacht hatte, auBerdem nur 
Mannchen, um einen Vergleich mit den Haustieren derselben Art machen 
zu kénnen; so verfiigte man iiber sechs Anas querquedula, tiber fiinf Co- 
lumba palumbus, tiber neun Capella gallinago L. Anas boscas, Fulica atra; 
Anas creeca und Turdus merula erhielten wir nur in geringer Zahl, so dal 
wir uns vorlautig mit den Bestimmungen der Salze in der Brust und in 
den Schenkeln begniigen mubten. Wir glauben jedoch, dab die Verschieden- 
heit der Arten die Zahl ersetzen kann. 


Nachdem man das Blut der durch Schnitt der Schlagader getéteten 
Tiere gesammelt hatte, entfernte man vor allem aufs genaueste die Federn, 
léste alsdann Brust- und Schenkelmuskeln Jos; mittels eines Langs- und 
Querschnittes der Brust- und Bauchhoéhle gelang es, den Darm frei zu legen; 
man trennte Vorder-. Mittel- und Hinterdarm: man entfernte, wo es moglich 
war, Herz, Leber. Pankreas. Nieren, Milz und Hoden. 


Brust- und Schenkelmuskeln befreite man v6llig vom Fett, von den 
Sehnen und von der Aponeurose, so gut dies méglich war. Auch von der 
1 Dieser Gedanke ergibt sich aus der Tabelle | und Il. Die Schwan- 
kungen des Salzgehaltes der Brust- und Schenkelmuskeln ist. tatsachlich 
bei Anas boseas L., Anas querquedula L.. Anas crecca L. und Vanellus 
vanellus L., die im Fluge geté6tet wurden, viel gr6éBer als in’ den anderen. 
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Haut, vom Herz, von der Leber, von der Milz, von den Nieren und vor 
Hoden entfernte man, so gut als méglich, das Fett. 

Die einzelnen Teile des Darms wurden ebenso zuerst vom Fett befreii 
dann geéffnet, entleert, mit destillierterm Wasser gewaschen, fest aus 
gedriickt und mehrmals zwischen Filtrierpapier getrocknet. 

Das so vorbereitete Material wurde zerstiickelt, gewogen, in de 
Thermostaten bei 40° bis zu konstantem Gewicht getrocknet, um so de: 
Wassergehalt zu bestimmen. Dann brachte man sie in den Ofen, der aut 
180 bis 200° erwarmt war und lich sie dort bis zur beginnenden Verkohluny 
Dann verbrannte man vollstandig in Platinschalen, bis die anorganische: 
Salze zu schmelzen begannen. Man wusch dann den verbrannten Res: 
mit destilliertem Wasser, dann mit verdiinnter Salzséiure, um die Salz 
moglichst zu entfernen. Man trocknete die zuriickgebliebene Kohle neuer 
dings, brachte sie zur WeiBglut, um die von der Kohle zuriickgehaltene: 
Salze zu bestimmen. Die Gewichtsdifferenz ergab die CGesamtmenge der 
anorganischen Salze, die wir der Kiirze halber in den folgenden Tabellen 
zusammenstellen. 

I. Tabelle: Prozent Salze der frischen Organe 

Il. Tabelle: Prozent Salze bei den auf 40° getrockneten Organen, 

Ifl. Tabelle: Prozent Wasser der verschiedenen Korperteile. 

IV. Tabelle: Prozent Wasser und Salze in den verschiedenen Kérper- 
teilen des Huhnes. 

Durch qualitative Proben der einzelnen Organe stellte man fest. dali 
alle Organe P, Ca, Mg. Na, K enthalten, daB nur in einigen Fe, S. Cl vor 
kommt. Die entsprechenden quantitativen Analysen sind in der Aus 
fiihrung 

Zusammenfassung. 

Aus den Versuchen iiber den Organismus mehrerer Arten ver 
schiedener Ordnungen von Végeln ergibt sich, daB der Salzgehalt in 
den frischen und in den bei 40° getrockneten Organen des vegetativen 
Lebens konstant ist. Er ist auch in den Brustmuskeln ziemlich konstant, 
wahrend in den Schenkelmuskeln groBe Schwankungen festzustellen 
sind. Daraus folgt, daB die Salze in den verschiedenen Teilen des 
Organismus der verschiedenen Arten konstant verteilt sind, daB daher. 
wenn auch der Organismus der Tiere verschiedene Mengen aufnimmt 
er nur die ihm nétige Menge zuriickbehalt und den CberfluB ausscheidet 
Es ergibt sich auch, daB selbst die verschiedene Lebensweise keinen 
EinfluB auf den Salzgehalt hat (als Material zur Untersuchung dienten 
Stand- und Wandervégel, Schwimmvogel, ausgezeichnete Fliege: 
Hausvégel usw.). 

Es muB deshalb méglich sein, sich auf Grund dieser Untersuchunge:: 
auf einen einzigen chemisch anatomischen Typus zu berufen, der durc!) 
den Salzgehalt der einzelnen Organe charakterisiert ist, so wie vor 
anatomischen Standpunkt aus alle Végel von einem typischen Skelett 
charakterisiert sind. Diese Beziehung wird sich auch fiir alle andere: 
Klassen feststellen lassen. 





i. 


Tabelle 
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trischen 














°, Wasser und NSalze in den ul 
bei 40° getrockneten Kor verteilen des Huhnes. 
| 
Speise- : Schleim- : 
Brust- Schenkel darm _ Kau- haut des Kera- Py 
: 9 und Kropf magen- “00 toid- 
muskel muskel D : Sg mp Kau shatahe | MIE 
riisen- muskel schieht 
mayens 
mnagen 
Wasser 72.15 69,83 71,02 73,80 73.34 62.23 39.19 61 
Salze im _— frischen 
Organ , es Livy 1.14 0,32 0,59 1,12 1.33 UG2 | 2 
Salze im bei 40° ge- 
trockneten Organ 4.21 3.79 1,6 2.35 4.20 5.54 O87 8. 
Mittel- Milz Nieren Hinter Leber Herz Blut Hat 
darm darm 
Wasser : 77,14 74,55 — 73,75 69,31 76,22 32.01 51.08 
Salze im frischen 
Organ . — 0.45 138 1,25 0.43 1.42 1,12 1,03 0.72 
Salze im bei 40° ge- _ 
trockneten Organ . 212 | 532 —- 168 | 463) 4,73) 1,52 1.47 
' 
emze 
aus. 
die n 
den 5 
suchu 
mit d 
Darm 


rewog 
getroce 
sie in 
begini 
Organ 
schme 
warme 
vebliel 


zuover 


Die Di 
vorhan 
Di 


ergab d 





Uber die Verteilung 
anorganischer Salze im Korper einiger Vogel. 


Il. Mitteilung 


Anorganische Salze im Vanellus vanellus L. 
Von 
A. Bernardi und M. A. Sehwarz. 


\us dem chemisch-pharmazeutischen Institut der Universitat Bologna.) 


(Evngeqanqen am 16. Lprel 1933.) 


Wir fihrten qualitative und quantitative Analysen der in den 
einzelnen Korperteilen’ von Vanellus) vanellus L. enthaltenen Salze 
aus. Das Untersuchungsmaterial wurde von 53 Individuen geliefert, 
die mit Netzen gefangen und durch Ersticken getétet wurden. Unter 
den 538 Voégeln waren Minnchen, Weibchen, alte und junge. Das Unter 
suchungsmaterial wurde, wie friiher beschrieben. behandelt : das Waschen 
mit destilliertem Wasser wurde jedoch vermieden, mit Ausnahme beim 
Darm und bei der Hornschicht. Das Material wurde nachher zerstiickelt, 
gewogen, in den Thermostaten bei 40° bis zu konstantem Gewicht 
getrocknet, um den Wassergehalt festzustellen. Dann brachte man 
sie in den auf 180 bis 200° erwarmten Ofen und lieB sie dort bis zu 
beginnender Verkohlung. Man verbrannte schlieBlich die einzelnen 
Organe in Platinschalen, und zwar bis die vorhandenen Salze zu 
schmelzen begannen. Man wog, wusch den Ritickstand zuerst mit 
warmem Wasser, dann mit verdiinnter Salzsiure, trocknete die zuriick- 
gebliebene Kohle, wog neuerdings, brachte zur WeiBglut, um vollstandig 
zu verbrennen, und erhielt so die anorganischen Salze frei von Kohle 
Die Differenz zwischen den einzelnen Wagungen zeigt die Menge der 


vorhandenen anorganischen Salze an. 


Die qualitative Analyse der wichtigsten Anionen und Kationen 


ergab die in der folgenden Tabelle zusammengefabten Resultate. 
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Brustmuskel . 
Schenkelmuskel 
Vorderdarm 
Mitteldarm 
Hinterdarm 
Keratoidschicht 
Pankreas 
Leber . 

Herz 

Nieren 

Haut 


Die quantitativen Bestimmungen wurden nach folgenden Methode: 
ausgeftihrt: P wurde als Mg,P,0, nach Sehmitz) bestimmt, Ca und Mz 
Oxalatmethode?, C! 


nach der 


P C) 
+ of. 
rs of 
— + 
xe Es 
oh. sf. 
4 - 
+ 


Losungen alkalisch reagierten. 


Die erhaltenen Resultate sind in den folgenden Tabellen zusammen 


gefabt. 


volumetrisch 


Fe Ca Mg Na 
+ * - 
rE ae ‘. 4 
+ + + a 
+ + + 4 
+ +- ad 4. 
+|+/+4+i/4 
eo. ae ee 


nach 


Tabelle I. 


Vohlhard. da 


kK S 
-}. 
Spur 


Prozent Wasser und Salze in verschiedenen Koérperteilen vo 
| 
Vanellus vanellus L. 





elnive 





Korperteile 


Brustmuskel . 
Schenkelmuskel 
Vorderdarm 
Keratoidsehicht 
Mitteldarm 
Pankreas 
Leber . 

Herz 

Nieren 
Hinterdarm 
Haut 


H,0 


69,25 
66,10 
70.70 
55,00 
74.73 
66,99 
65,80 
73.08 
69,80 
74.40 
38,03 


Salze Gesamt- 
gehalt 
0 0 ( 
1,51 0,700 
0,52 0,194 
0,809 0,426 
0,36 = 0,2: 
0,97  0,4725 
1,44 0,705 
1,28 0,5107 
1,10 0,418 
1,35 0,585 
0,55 0,34 
0.74 0,509 


(),. * 
POs 


Wasser Salzsiure 


lislich — léslich 
0,570 = 0,150 
0.069 0,125 
0,071 0,355 
0,14 0,09 
0.284 00,1885 
0.46 0,245 
0.359 0151 
0,098 0,32 
0,30 0.285 
0.16 0.18 
0.319 0160 


Cl 


0.009 27 0.0013 0.094 5 


0,003 9 
0,001 2 
0,003 7 
0,000 7 
0,050 

0.008 5 
0,001 3 
0,003 5 
0,006 6 


0.017 9.0994 
0.069 0,007 95 
0.09 0,024 
0,034 0.0048 
0.106 0,042 
0,014 0,004 05 
0,0535 0,012 5 
0.067 0.021 
0.108 0,045 
0.13 0.0386 


* In jenen Fallen, wo das Vorkommen von Eisen die Resultate der PO,-Bestimn 
beeintrichtigte, fallte man zuerst als Mg NH, PO,, fiihrte dies in Molybdat tiber, dann wir 
in Mg NH, PO, nach der Schmitzschen Methode. 


! Treadwell, Analyt. Chem., Ed. Vallardi Il. Bd., 
S. S80, 


2 Derselbe, ebenda 


IT. Bd.. 


1924. 


Ss. 4586, 


1924. 
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Tabelle II. 
Prozent anorganischer Salze inden bei 40° getrockneten Korpet 
teilen von Vanellus vanellus L. 





Po 


4 

"iirnerteile salze Gesamt- Wasse Salzsiure ( Ce My 

—_— . gehalt. . loalich | loslich ‘ 
Brustmuskel . . 4,91 2.295 1.875 0,420 0.00988 00043 0.015 
schenkelmuskel 1,13 0,579 0,204 0.575 0.011 0.051 0,028 
Vorderdarm . 2,76 1,46 0,24 1,22 0.0042 0,23 0,027 
heratoidschicht 0.808 0,52 0.32 0.20 0.0079 O19 0.051 
Mitteldarm .. 3,85 1.875 1,12 0.755 0.0036 O1381 0,019 
Pankreas ... 4.36 2.195 1,40 0,755 0,166 0,32 012 
Leber. . 3,72 1.491 1,05 0,441 0.0254 0,042 0,0115 
Mee 4,11 1.57 0,36 1,21 0.055 0195 0.049 
ae 4.49 1,975 0,99 0.985 0,22 0.0705 
Hinterdarm 2,18 1.38 0,65 0.73 0,013 7 0.438 0,174 
Haut .. oa ty 1,20 0,537 0.517 0,250 0,010 0.20 0.059 


Aus den durchgeftihrten quantitativen Analysen iiber das Vorkommen 
von PO, Ca, Mg in den verschiedenen getrockneten Organen ergibt sich 
wasserlosliche Phosphate kommen hauptsachlich im Brustmuskel, in det 
Keratoidschicht, im Mitteldarm, im Pankreas, in der Leber und der Haut 
vor. Die in Salzsaure léslichen Phosphate sind in groBber Menge in den 
Schenkelmuskeln, im Vorderdarm und im Herzen vorhanden. 

Im Hinterdarm und in den Nieren sind sie ungefahr gleichmaBiy 
verteilt. Vorlaufig kénnen wir aus dieser Arbeit keine Schliisse ziehen. 
Wir machen aber immerhin auf die groBe Differenz im Salzgehalt zwischen 
Brust- und Schenkelmuskel aufmerksam, die, wie aus den Tabellen | 
und II klar hervorgeht, fast ganz den léslichen Phosphaten zuzuschreiben 
ist. Wir erinnern auch diesbeziiglich an die Bedeutung der Phosphate 
Kaliumphosphate) tiir die Muskeltaétigkeit. Wir machen darauf aufmerksam, 
daB in der Brust mehr Mg als Ca enthalten ist und dal} in diesem Muskel 
mehr wasserlésliche als wasserunlésliche Phosphate vorkommen. Wir 
konnen heute freilich noch nicht feststellen, ob dies mit der Muskeltatigkeit 
zusammenhangt, wenngleich man einen derartigen Zusammenhang nicht 
ausschlieBen kann. Erst Resultate vieler Versuche werden uns einen det 


artigen SchluB erlauben. 








\uf 


KU? 





para 
twa 


Zur Kenntnis der Komplexkoazervation. 


wure 
XIX. Mitteilung: 


a) Weitere Beispiele von Autokomplexkoazervation (bzw. -flockung) bei 
negativen und positiven hydrophilen Solen. 
- 2 . : — nitra 
b) Korrelation zwischen reziproker Hexolzahl und Neigung der negativen 


hydrophilen Sole zur Autokomplexkoazervation (bzw. -flockung). koba 


( pal 
Von 1-1 ( 
H. G. Bungenberg de Jong und P. van der Linde. 


(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Leiden.) 
(Eingegangen am 16. April 1955.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


1. Einleitung. 

Die Kolloidsubstanzen, bei denen die Autokomplexkoazervation bzw 
-flockung bisher eingehender untersucht wurde, gehéren zu den Koliles 
hydraten, EiweiBstoffen, Phosphatiden und Nucleinaten. Die neuen hie 
veréffentlichten Beispiele sind, soweit sie diesen Stoffklassen angehore: 
(Na-Thymusnucleinat, Agar, Amylum  solubile, Glykogen, Carraghee: 
und Semenlinischleim) nur ganz kurz beschrieben. Etwas ausfiihrliche 
gehen wir auf die Autokomplexkoazervation des Barium-Chondroitinsultat 
sols ein, ein Beispiel, das obige Reihe nochmals um ein Glied erweitert. 

Der Schwerpunkt fallt auf eine Beziehung, die fiir die Theorie de 
Autokomplexkoazervation wichtig ist. Aus dem bisher vorliegende 
Versuchsmaterial an negativen hydrophilen Solen fiel es auf, dal 
je héher die Rez. Hexolzahl, um so héherwertig das Kation eines 71 \ 
gesetzten Neutralsalzes sein mu, damit letzteres zur Hervorrufung ee 
einer Autokomplexkoazervation bzw. -flockung in rein wasserige! 
Milieu befahigt ist. So sind beim Natriumnucleinatsol (Rez. Hexo! 
zahl = 210) schon zweiwertige, beim Natriumarabinat (Rez. Hexo'- ' 
zahl — rund 700) (und anderen Arabinaten) erst vierwertige Katione! de Wil, 
dazu imstande, wahrend beim Eilecithinsol (Rez. Hexolzahl 12 S00) es beit 
selbst das sechswertige Hexolion nur duBerst schwach wirksam i! Chondi 
DaB hier kein Zufall, sondern eine wirkliche Korrelation  vorlicx' des Ba 


? com 


carbon 


zeigt nunmehr das um viele Beispiele erweiterte Tatsachenmateri« nicht 


- 





hej 


ven 
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\uf eine analoge Korrelation bei den positiven hydrophilen Solen soll 


kurz hingewiesen werden. 


2. Die Autokomplexkoazervation des Barium-Chondroitinsulfatsols. 
a) Ausqangsmate rial nnd Herstellung der Nole. 

Wir benutzten etn nach der Vorsehritt von Levene! hergestelltes Pra 
parat. das wir boi Zimmertemperatur in destilliertem Wasser zu einem 
twa 0.5 °,igen wasserklaren Sol lésten. Sein py betrug 6.45. Das Starmmsol 
wurde im Eisschrank aufbewahrt. 


bh) Das Verhalten der Sole Elektrolyten qeqeniiber. 

In rein wisserigem Milieu rufen Neutralsalze der TPypen 6-1 (Hexol- 
nitrat), 5-1 (Rhodochromehlorid), 4-1 [Pt(en),(NO,),] und 3-1 (Luteo 
kobaltchlorid) Koazervation (vgl Abb. 1) hervor, nicht cinmal cine 
Opaleszenz tritt auf mit Neutralsalzen der Typen 2-1 (BaCl,) und 
I-l (NaCl). 


© 
5 320 
5 © O & ° > 
oe" @ 9 
© o Oo O ° O 
7] 
£ 17] 
TY Ba 
Abb. 1. 
Autokomplexkoazervat von Barium-Chondroitinsulfatsol mit) Luteokobaltcehlorid 
Vergr. 450 lin. 


Abb. 2, A, zeigt die Lichtabsorption als Funktion der (scheinbaren) 
Neutralsalzkonzentration ' 4 Stunde nach dem = Hinzupipettieren von 
2cem Sol zu IS cem Neutralsalzl6sung von variierter” Zusammen- 


' Das Préiparat wurde uns freundlichst von #7. RB. Ariayt und A. He A 
de Willigen aur Vertiigung gestellt. Nach ihren Bestimmungen hinterlabt 
es beim Gliihen an der Luft 29.7°, Asche. Nimmt man an, dai aller im 
Chondroitinschwetelsduremolekiil vorhandene Scehwetel mit einem Teil 
des Bariums dabei in Bariumsulfat, der tibrige Teil des Bariums in Barium 
carbonat tibergeftihrt wird. so ist) der Bariumyehalt) dieses Praparates 
nicht sehr verschieden von dem des von Lerene dargestellten Praparates 


DF * 
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setzung. Bei der Messung in Kiivetten von 10mm Schichtdicke wurde 
die entsprechenden konzentrierten Neutralsalzlésungen gegengeschaltet 
so dab die .,Lichtabsorption’ nur von der massenhaften Abscheidun 
der Koazervattropfchen herrihrt. Wie man aus Abb. 1, A, ersich 
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Abb. 2. 
\. Koazervation von Barium-Chondroitinsulfatsol und B. Aufhebung der mit Hexolnitrat 
hervorgerufenen Koazervation durch hinzugefiigte Neutralsalze. 
Ordinate: Lichtabsorption (== Lichtzerstreuung) in ° 9 in lOmm Schichtdiche. 
\bszisse: Logarithmen der Neutralsalzendkonzentrationen in Aquiy. fiir 1 Litea 
fingt die WKoazervation bei nur wenig verschiedenen (scheinbaren 
Konzentrationen des Hexolnitrates und Luteokobaltchlorids an, dabei 
tritt bald nach Erreichung der maximalen Triibung mit ersterem 
Neutralsalz Umladung auf (mit einem Pfeil angegeben), wahrend das 
letztere bis zur héchsten von uns untersuchten Konzentration dic 
Koazervattrépfehen nicht umzuladen vermag. Weiter ist zu ersehen, 
daB es sich bei dem Neutralsalz 3-1 prinzipiell um ein Koazervations- 
trajekt handelt. so daB man eher eine Umladung im Maximum de: 
Kurve erwartet hatte. An anderer Stelle! ist ausfiihrlicher gezeigt 
worden, wie man das Auftreten von Instabilitatstrajekten ohne Um 


ladungspunkt erkliren kann. 
c) Desintegrationserschemungen, 
Im elektrischen Gleichstromfelde zeigen die Koazervattropfehen 
Desintegrationserscheinungen. 
d) Die Authebung der Koazervation durch hinzugefigte Neutralsalze. 


Es wurden Gemische von folgender Zusammensetzung hergestell 
5cem Hexolnitratlisung von 10 Millidquivalenten + 13 ccm Neutra! 


salzlésung von variierter Zusammensetzung + 2 ccm Sol. 


NVI. Mitteilung. diese Zeitschr. 259, 442. 1933, Absehn. h. 
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Die Messung erfolgte nach einer Wartezeit von 35 Minuten. Die 
MeBergebnisse (bereits korrigiert fiir die Lichtabsorption der konstant 
sehaltenen Hexolnitratmenge) sind in Abb. 2, B. eingetragen. 


a) Die untersuchten Neutralsalze Natriumechlorid, Bariumehtorid) une 
Natriumthiosulfat heben (infolge des Umstandes, dali die CGegenionen ber 
imserem Sol Bariumionen sind. war Natriumsulfat nicht brauchbar) in 
ventigender Konzentration die Koazervation aut, in allen drer Authebungs 
kurven treten aber sekundare Maxima aut. 

b) Im oberen Teile der Aufthebungskurven ist cle Reihentolge der 
\nionen die der normalen Valenzreihe, die der Wationen aber die der ent 
vegengveset zten Valenzrethe. 

¢) Im unteren Teile der Aufthebungskurven treten die normaten Valenz 
rethen sowohl der Anionen als auch der WKationen aut. 

Diese hier auftretenden Besonderheiten lassen sich aut die merkliche 
effektive Anziehung zuriicktiihren, die von der Anhettung zwei- und ein 
wertiger Kationen herrthrt. Da wir uns 6fter mit der Erklarung solcher 
Anomatlien! in den Authebungskurven befabt haben. soll hier aut dieselben 
nicht wieder eingegangen werden. 


©) Rez. Hewolzahl and elektrochemisches Aqu iralentqewicht, 


Weven der geringen uns zur Verfiigung stehenden Menge Barium 
chondroitinsulfat mubte die Untersuchung der Umladungskonzentrationen 
verschiedener Neutralsalze in’ Wasser-Acetongemischen unterblerben, und 
wir beschrankten uns nur auf die Umladung mit Hexolnitrat in rein witsse 
rigem Milieu. 

Die Endvolumina in den vier angesetzten Reithen betrugen 25. 
50, LOO und 200 cem, wahrend in den vier Gemischen jeder Reihe vor- 
handen waren: 10, 11, 12.5 bzw. 14 cem Hexolnitratl6sung von 10 Milli- 


aquivalenten im Liter. In jedem Gemisch wurden zuletzt 5 cem Sol 


hinzupipettiert. 





. 7 Scheinbare 
Endvol Ba-Chondroitinealtat Umladungskonzentration 
Sndvolumen Endkonzentration des Hexolnitrats 

in Gew.-"'6 Milliaquiv. im Liter 


Rez. Hexolzahl 


0.0908 { Hv 20) 
0.045 4 2 23! 203 
0,022 7 > 201 
0.011 35 Ant IOS 


Im Mittel: 202 


Tragt man die Werte von Spalte 2 und 3 in ein Diagramm ein, so 
ist ersichtlich, daB die experimentell bestimmten Punkte sich gut 


|Z. B. VILL. Mitteilung. diese Zeitschr. 248, 115. 1982: vel. Absehn. 7h 
und Abb. 4; XIV. Mitteilung. ebenda 257, 62, 1933, Abb. 5; Cher analogs 
Anomalien der Anionen bei positiven Solen vgl. VIL. Mittetlang. ebenda 
235, Sd. 1981. Abb. o: XII. Mitteilung. ebenda 24. 15. 1982. Abb. 7 


und 9, 
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an eine) Gerade durch den Nullpunkt des Koordinatensystems an 
schlieBen, 

Die experimentell bestimmten Umladungskonzentrationen sind nich 
genau genug, um €), ( (deichgewichtskonzentration der fret im Di 
spersionsmittel vorhandenen Hexolionen) zu berechnen, doch mu dieselh 
wohl sehr klein sein, da von einem systematischen Gang in den Werte: 
der Spalte 3 nichts zu bemerken ist. Sie kénnen daher auch wohl ohn 
diese Korrektion fiir die Berechnung der Hexolzahl benutzt werden. Au 
den um einige Prozente schwankenden Zahlen von Spalte 4 ergibt sich al 
Mittelwert 202. 

Nach der Formel fiir Chondroitinschwetelsidiure, Cy. Hy, Oo Ny S 
( 936.5), ergibt) sich fiir das) elektrochemische Aquivalentgewicht des 
Barium-Chondroitinsulfats, falls alle vier einwertigen Sauregruppen an de: 
Salzbildung beteiligt sind, der Wert 3038. 

Das Priéiparat enthalt aber so viel Barium, als wenn nur drei Vierte 
dieser Gruppe sich daran beteiligten. Dem wiirde ein praktisches elektro 
chemisches Aquivalentgewicht von 380 entsprechen. 


Welchen dieser beiden Werte man auch annimmt. wir begegnen 
hier wiederum der schon beim Natriumnucleinat! und den Arabinaten- 
gefundenen Sachlage, da die Rez. Hexolzahl nur ein Teil des elektro 


chemischen Aquivalentgewichtes ist. 


3. Weitere Beispiele der Koazervationstypen 4 und 4-1 bei negativen 
hydrophilen Solen. 
a) Natrium-Thymusnuclemat. 


Dieses Sol schlieBt sich in seinem Stabilitatsverhalten demjenigen vor 
Natrium-Hefenucleinat® nahe an. Es zeigt Austlockung mit Hexolnitrat, 
Rhodochromehlorid, Pt (en).,(NO.),. Luteokobaltehlorid und Caleiumehtorid, 
nicht aber mit Natriumehlorid bzw. WKaliumehlorid. 

Die bei Zimmertemperatur erhaltenen Klocken machen ber hohere 
Temperatur Platz fiir (zwar solvatarme) Koazervattréptchen, und auc! 
‘ohne Erwarmung gelingt die Uberfiihtung der Flocken in Koazcrvattrépt 
chen durch dieselben Mittel wie beim Hefenucleinat (Resorcin, Amionak 
Die Flocken sind damit wohl! als Zusammenballungen sehr Kleiner hoch 
viskéser Koazervattréptchen anzusehen. Die Flockung wird durch Neutra! 
salze aufgehoben, wobei Natriumsulfat bzw. Thiosulfat) wiederum vie 
kraftiger wirksam ist als Natriwmehlorid. Eine viskosimetrische Unter 
suchung* lieB auch die aquivalente Wirkung der Neutralsalze 6-1. 4-1 
und 3-1 bis zur Austlockung erkennen, auf deren theoretische Bedeutung 
wir schon in der XVI. Mitteilung® anlaBlich desselben Verhaltens ce 
Natrium-Hefenucleinats hinwiesen. Eimgehender wurde die Flockung mit 


' XIV. Mitteilung. diese Zeitschr. 257. 62. 1982. 

> XVIII. Mitteilung ebenda 262, 161, 1933. 

* XIV. Mitteilung, |. ¢. 

1 H.G. Bungenberg de Jong u. Ong Sian Gwan, Wolloidchem. Beih. 3! 


89, L9S0. 
5 Diese Zeitschr. 259. 442. 1933; vel. b. 
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Hexolnitrat (wird an anderer Stelle ve 
die Rez. Hexolzahl zu 
an den des Hefenucleinats anschliebt. 


» 


rotfenthcht) untersucht, wober wi 


225 bestimmten, ein Wert. der sich ebenfalls eng 


bh) Agar. 


Ber 42° (zur Vermeidung von Gelatinierungserscheinungen) ruten die 
genannten Neutralsalze der Typen 6-1 und 4-1 (5-1 wurde micht unter 


sucht) nur eme Opaleszenz hervor, 
Neutralsalzen. 


nach Hinzufiigung von 
Autokomplexkoazervation aufzufassen, die nicht) zur Makroabscheiduny 


Dieselbe verschwindet aber <otfort 
Es ist somit diese Opaleszenz als 


fihrt. Die CGeringfiigigkeit der Erscheinung steht aber im engsten Zu 
sammenhang mit der relativ hohen Rez. Hexolzahl des Agars. beziighch 
der wir aut Abschnitt 5 verweisen. Die Bestinumnung der Rez. Hexolzali! 


erfolgte an Natriumagar (hergestellt durch Auswaschen des caleiumbaltigen 
10) Natriumehloridl6sung und dann bis zut 


\usgangsproduktes 
praktischen Chloridfreiheit mit destilliertem Wasser), und zwar in 5b Vol.-°,, 


mit on 


\ceton (in rein wasserigem Milieu war dieselbe durch gewisse StOrungen, 


die mit der Crelatinierung 


Versuchsmaterial 


Rez. Hexolzahl 


der Wi 


rt 


zusammenhangen, micht moglich). Aus dem 


1740. 


(das an anderer Stelle verOftfenthcht wird) tolgt fiir die 


c) Aw ylum solubile ( Mercel, ). 


Das 1 °.ige Sol bleibt 


einer viskosimetrischen 


Untersuchung 


bei geringer (scheinbarer) 
erfolgt. Offenbar liegt 


Anziehung, die 
nicht ausreicht, 


im Einklang ist. 
man die Versuche nicht 


durch 
um di 
dali e 


hie 


beim Hinzutiigen von Hexolnitrat stabil. Aus 


1 


abst sich schhlieBen, das dennoch 


Konzentration dieses Neutralsalzes Unmiladung 


vr der Fall 


vor, dab die maximale etfektive 


die Anhettung der Hexolionen zustande kort. 
is Solvatationsbestreben zu tiberwinden. Darnit 
in ziemlich enges [nstabilitatsgebiet auftritt. falls 


in rein wasserigem Milieu. sondern in geeigneten 


Aceton-Wassergemischen a 


setzung wecem Aceton 


Konzentration 


» 


(1 


nstellt. In 
s rycem 


2 com trisch bereitetes 


(remischen von der Zusamimen 
Hexolnitrathosung von wechselnder 
2° iges Sol tritt jenes Instabilitats 


trajekt bei etwa 17.5 Vol.-°, Aceton zuerst in Erscheinung. Die Tritbung 


wird bei Erhéhung der Acetonendkonzentration bald starker. wobei sich 
las Instabilitatsgebiet zugleich verbreitert. Das Maximum der Tritbungs 


kurve (abgesehen von einer geringen Verschiebung) liegt bei Erhéhung det 


Acetonkonzentration von 17.5 aut 25 Vol.-°,, bei einer (scheinbaren) Hexol 


nitratendkonzentration von etwa 


m Instabilitatsgebiet,. 


hier zu weit fiihren wiirde, ergab sich fiir die Rez. Hexolzahl in 25 Vol. 


aus yvehnate 


Aceton der sehr hohe Wert von 19000, 


laf dieser sehr 


hohe Wert 


am engste 


10-? NL Es erfolgt nun auch Umladung 


“nn Messungen. deren Beschreibung 
In Abscehnitt 5 werden wir sehen. 
no mit dem Aushleiben der Auto 


complexkoazervation mit Hexolnitrat in rein wasserigem Milieu zusammen 


angt. 


Abb. 3, zeigt. 


dali Neutralsalze om 


it niedrigerwertigen Kationen. die 


hensowenig in rein wisserigem Milieu die Stabilitat des Sols* gefaéhrden 


1 H.G. Bungenberg de Jong, Ree. Trav. Chim. 43. 189, 1924. 


2 Das liber 


Nacht 


ith 


Eisschrank 


auftbewahrte Sol wurde vor dem 


Kinsetzen der Versuchsrethe auf 70° erhitzt, wobet die entstandene Opa 


eszenz beseitigt 


wurde. 
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fabyvesehen von Aussalzungserscheinungen, die nieht hierher gehoren 
ebentalls ber geniigender Desolvatation des Sols mit Aceton zu Kloekun: 
des ‘Typus 4-1 bofahigt sind, wobei wiederum Instabilitatstrajekte aut 
treten, wie wir das beim Caunmiarabicumsol in der VILL. Mitteilung! bx 

















it vf NaCl 
a Lf 
4 4 
a % a3 a 7 D log’ 
Abb. 3 


Instabilitatstrajekte des Sols von Amylum solubile (Merck) mit Neutralsalzen in 25 Vol 
Aceton. (Ordinate und Abszisse wie in Abb. 2). 


schrieben haben. Nur tritt hier der Unterschied auf, da das Trajekt det 
Acetonkonzentrationen, in denen der Reihe nach vonabnehmender Kationen 
valenz an die Instabilitatstrajekte zuerst in’ Erscheinung treten, sehr eng 
ist. Denn schon bei 25 Vol.-°, Aceton (Mischungsrethen wie oben) zetger 
nicht nur Hexolnitrat (fiir das die Instabilitat erst bei 17.5 Vol.-°,, Aceton 
anfangt), sondern auch schon Luteokobaltehlorid., Caleiumehlorid) ind 
Natriumehlorid ein Instabilitatstrajekt (der beschrankten Loslichkeit 
Luteokobaltchlorids wegen ist die Fortsetzung der zu ihr gehorigen Kuryve 


bis zu etwa no nicht moglich). 


d) Gil ykoge ”. 


Das Glykogenhydrosol schlieBt sich, was das Stabilitatsverhalten 
betrifft, beim Sol von Amylum solubile an. Auch hier tritt Instabilitat lx 
Gegenwart von Neutralsalzen zuerst bei geniigendem Alkohol- bzw. Aceto: 
vehalt ein. Die Untersuchung von Dokan? last erkennen, dab die optimal: 
Instabilitat (kleinste Alkoholzahl) bet den Neutralsalzen der Typen 3-! 
2-1 und 1-1 bei zunehmender Neutralsalzendkonzentration sich vortindet 
{so da®B Ausfiihrung der Versuche bei konstant gehaltener Desolvatator 
konzentration prinzipiell zu ahnlichen) Ergebnissen wie beim Amylumso! 
(Abb. 3) fiihren muB]. Weiter sind die Alkoholendkonzentrationen, div 
zum ersten Erscheinen der Instabilitatstrajekte mit) diesen Neutralsa! 
typen eben nétig sind (in der Untersuchung von Dokan angezeigt dure! 
das Minimum der Kurven seiner Abb. Lb). auch nur wenig verschiede! 
ja selbst von der gleichen GréBenordnung wie die durch die lyotrope Stellune 


' Diese Zeitschr. 24S, 1T15. 1982. 
2 Sh. Dokan, Wolloidzeitschr. 87, 283. 1925. 
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ler lonen bedingten Unterschiede. Wir bestimimten in 33.3 Vol.-°,, Aceton 
in einem gereinigten Praparat (Natrium-Glyvkogen) in’ Versuchsreihen, die 
in anderer Stelle austtihriicher wiederzugeben sind. die Rez. Hexolzahl 
ind tanden daftir den sehr hohen Wert von rund 60000. Tn Absehnitt 5 
kommen wir auf die Bedeutung dieser sehr hohen Rez. Hexolzah! a) ti 
das Stabilitatsverhalten des rein wasserigen Sols) (Ausbleiben der Auto 
komplexkoazervation, selbst mit) sechswertigem IWation), b) fiir die kn 
klarung der tir das Glykogensol typischen KMigenschatt ! schon ohne hing 
ut fiigtes Neutralsalz durch ventivenden Alkohol- bzw. Acetonzusatz seine 
Stabilitat emzubiiBen. zuriick. 


1. Die Autokomplexflockung der Sole von Carragheen- und 
Sementinisehleim., 

Die wasserigen Sole dieser beiden Pflanzenschleime? flocken mit 
Hexolnitrat, Rhodochromehlorid, Pt (en),(NO,),. und Luteokobalt- 
ehlorid aus, nicht aber mit Calciumehlorid und Kaliumchlorid. Diese 
Klockung ist cine Autokomplexflockung: Sie wird aufgehoben durch 
Neutralsalze, die selbst keine Flockung hervorrufen.  Dabei tritt die 
normale Valenzreihe der Anionen auf. wahrend die Valenzreihe det 
Kationen (Ca, Na) Anomalien aufweist, die darauf hindeuten, daB auch 
das zweiwertige Ca-lon schon merkbar angeheftet wird. Die Be- 
stimmung der Rez. Hexolzahl (sie wird an anderer Stelle ausfiihrlicher 
verOffentlicht werden) lieferte fiir das Carragheen 210, fiir den Na- 
Semenlinischleim in 40 Vol.-°,, Aceton 388. Beim letzteren Sol konnte 
die Bestimmung in rein wasserigem Milieu wegen gewisser Komplika- 
tionen nicht durchgefiihrt werden. Wahrend im allgemeinen Verhalten 
diese beiden Sole sich also nicht besonders von etwaigen anderen Auto- 
komplexflockungen unterscheiden, laBt die mikroskopische Betrachtung 
des abgeschiedenen sofort Zweifel aufkommen, ob dasselbe wohl als ein 
(etwa sehr solvatarmes) Koazervat (d. h. eine kolloidreiche Fliissigkeit, 
in der die Micellen nicht) orientiert) sind) aufgefaBt werden dart: 
Mehr oder weniger deutlich erkennt man bei der Ausflockung Ab- 
scheidung tadenahnlicher Gebilde. Ob diese sich bei der Ausflockung 
erst bilden, oder ob schon lingliche Micellenketten im = urspriinglichen 
Sol vorhanden sind (beide Sole zeigen starke Abweichungen vom 
Poisenilleschen Gesetz), sei dahingestellt. 

In Abschnitt 5 wird gezeigt werden, daB hinsichtlich der Korrelation 
zwischen Rez. Hexolzahl und Neigung zur Autokomplexkoazervation 
baw. -flockung diese beiden Pflanzenschleime sich in diese Korrelation 
einfiigen lassen, obwohl die Abscheidung nicht mehr Koazervatnatur 
hat, sondern in ihr gerichtete Micellen vorhanden. sind. 


"Sh. Dokan, Wolloidzeitschr. 37. 283. 1925. 
2H.G. Bungenberg de Jong u. Ong Sian Gwan, Kolloidchem. Beih. 29. 
136, 1929 (Herstellung und viskosimetrische Untersuchung der beiden Sole). 
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>. Korrelation zwischen Rez, Hexolzahl (in Wasser) und Neigung zur 
Autokomplexkoazervation bzw. Flockung, 


Folgende Ubersichtstabelle enthalt von elf negativen hydrophili 
Kolloidsubstanzen a) dic Rez. Hexolzahl (weiter abgekiirzt mit R. H. Z 
bh) das Stabilitatsverhalten ihrer Hydrosole gegentiber Hexolnitrat 
Rhodochromehlorid, Luteokobaltchlorid, Calciumehlorid. Natrium 
chlorid und Kaliumehlorid, die wir als Vertreter der Neutralsalze mit 
Kationen von wechselnder Valenz und einwertigen Anionen wahlte: 
und in der Tabelle mit 6-1, 5-1, 4-1, 3-1. 2-1. 1-1 angedeutet werde) 
Wenn diese Svmbole eingetragen sind, baw. wenn an ihrer Stelle ei 
Strich steht, so bedeutet das, dab Autokomplexkoazervation bzw 
-flockung mit ihnen in rein wasserigem Milieu eintritt bzw. ausbleibt 
Svmbole zwischen Klammern geben an, das die Abscheidung nur cin 
sehr geringfiigige ist (Kilecithin) oder selbst nur an der auftretenden 
Opaleszenz (Agar) sich kundgibt. ¢) Die Art der Abscheidung (Koaze: 
vattropfchen — koaz., ,.amorphe™ Flocken — FL, Flocken, die hochst 
wahrscheinlich nicht mehr als zusammenhingende Anhaufungen seli 
kleiner hochviskoser Koazervattrépfchen aufzufassen sind, weil dis 
selben mehr oder weniger fibrillaren Bau zeigen Fibr. F1.). 

Die R.H.Z. von vier iNolloidsubstanzen konnte nur in geeigneten Aceton 
Wassergemischen bestimmt werden (sei es, dali tberhaupt mit 6-1 in rem 


wasserigem Milieu keine Instabilitat  eimtritt Amylum  solubile und 
Glykogen . sei-es, daB dann Komplikationen durch  Crelatinierungs 
erscheimungen Agar oder iiberhaupt durch das anomale Verhalten 
der wasserigen Sole Sementlinischleim die kataphoretischen [Be 


stimmungen nicht ermédglichten). Bei diesen vier Kolloiden ist) schon in 
der ersten Spalte das Milieu, in dem die Bestimmung erfolgte, und dir 
gefundene R.H.Z. in Klammern beigetiigt. Die sodann fiir diese vier in de: 
zweiten Spalte eingetragenen R.H.Z. sind durch Mualtiplikationen vo 
Faktoren daraus berechnet. Diese Faktoren sind aus genaueren Messunger 
der R.H.Z. von Na-Arabinat in Wasser und Aceton-Wassergemischen ett 
nommen. Nur beim Sementlinischleim sind die Faktoren aus den ent 
sprechenden Messungen am Carragheensol entnommen. Hierbei soll sotor 
zugegeben werden, dab eine soleche Umrechnung zu Werten der R.H. Z. 1 
Wasser fiihren kann, die um LO bis 20°, fehlerhaft sind. doch hat da- 
keinen EKintluB auf die Korrelation, die in der Tabelle zwischen R.H.Z. und 
Stabilitatsverhalten zum Ausdruck kommt. (Die Reihentolge der Kolloid 


substanzen bleibt auch ohne diese Umrechnung dieselbe.) 

Die Tabelle zeigt also, daB in groBen Ziigen schon um so niedrige 
wertige Kationen zur Autokomplexkoazervation bzw. -flockung |!» 
fihigt sind, je kleiner die R.H.Z. ist. Diese Korrelation ist unte: 
vereinfachten) Annahmen aber durchaus theoretisch zu erwarte! 

Wenn die Micellen der aufgezihlten Kolloide im Solzustande a! 
einander gleich waren (gleiche Masse, gleiche Gestalt. gleicher \« 


vatationszustand) und die Ladungszentren nur an deren Oberflacl 
sich befainden, ware die R. H.Z., genauer die R.H.Z. des Kolloi! 
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anions, ein Mab fiir die Dichte dieser Zentren fiir die Oberflaichen 
cinheit der Micellen. Wenn durch angeheftete entgegengesetzt geladen 
Tonen eben der Umladungspunkt erreicht ist, so ergibt sich daraus ein 
maximale effektive gegenseitige Teilchenanziehung, vorausgesetzt, da 
die wahre Umladungskonzentration (Konzentration der frei im Di 
spersionsmittel vorhandenen Kationen, die im Gleichgewicht mit jene: 
Umladungsbesetzung an angehefteten Kationen steht) verschwindend 
gering ist. (Das ist praktisch mit Hexolion der Fall, wo C,, meistens 
unter 10-° n liegt.) Man wird nun wohl in erster Annadherung dies: 
maximale effektive Anziehung dem Quadrat der Anzahl der urspriinglich: 
auf der Flacheneinheit vorhandenen Ladungszentren proportional setzen 
kénnen, also proportional mit 1 (R.H.Z.)*. Zur Instabilitat kommt cs 
nun aber erst, wenn die effektive Teilchenattraktion eben imstande ist 
das Solvatationsbestreben in gewissem Mabe zu iiberwinden. Die Nicht 
gefihrdung der Stabilitat der Sole von Amylum solubile und von Gly 
kogen beim Hinzufiigen von Hexolnitrat ist sodann in erster Linie der seh 
hohen R. H. Z. dieser beiden Kolloidsubstanzen zuzuschreiben, wodurcl, 
die effektive Anziehung diesen eben erforderlichen Wert nicht erreicht 

Wenden wir uns nun zu den niedrigervalenten Kationen, so hat 
man darauf zu achten, daB die Gleichgewichtskonzentrationen beim 
Umladungspunkt fiir jedes um eine Valenz niedrigeres Kation um ein 
Vielfaches gr6Ber werden! (beim Lecithinsol schaétzungsweise um das 
Siebenfache?). Ja, bei den meisten Solen ist mit Luteokobaltchlorid 
in rein wiasserigem Milieu nicht einmal mehr Umladung zu erzielen 
Diese rasch anwachsenden Gleichgewichtskonzentrationen wirken nun 
aber entladend auf beide Ladungszentren, infolgedessen die maximale 
effektive Anziehung fiir jedes um eine Valenz niedrigere Kation kleine: 
ausfallt®, Daraus folgt zugleich, dab, je kleiner die R. H. Z., um so 
niedrigervalente Kationen noch eben imstande sein werden, um Auto 
komplexkoazervation bzw. -flockung hervorzurufen. 

Es muB® natirlich sofort zugegeben werden, dab die cinfachen 
Annahmen, von denen wir ausgingen, bei den elf untersuchten Kolloid 
substanzen nicht erfiillt sein werden. Da®B dennoch in groBen Ziiges 
zwischen R. H. Z. und Solstabilitat der theoretisch erwartete Zusammen 
hang bei ihnen zutrifft, diirfte darauf zuriickzufiihren sein, da kein: 
der aufgezihiten Variablen im = Endresultat soleche Schwankunge: 
hervorbringen kénnen, wie die R.H.Z. (In der Tabelle steigt di 
R.H.Z. von rund 200 auf rund 50000, d.h. die effektive Anziehuny 
ist im ersteren Falle rund 60000mal so groB wie im letzteren.) 


' XVI. Mitteilung. diese Zeitschr. 269, 442, 1933. 
2 IX. Mitteilung, ebenda 248, 131, 1932. daselbst Abschnitt 12. 
3 VIII. Mitteilung, ebenda 248, 115, 1932. Abschnitt 8; XVI.M 


teilung, l.e., f) und h). 
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Komplexkoazervation, NIX. 10] 


6. Unterbrechungen der Korrelation und Natur der ionogenen Stellen. 


Unterschiede, die Kolloidsubstanzen von nahezu derselben R. H. Z 
unter sich aufweisen (wie die ersten vier der Tabelle), sind natirlich 
sehr gut auf das Nichtzutreffen der vereinfachten Annahmen in betreff 
der Micellen zuriickzuftihren. 

Selbst der Vergleich der R. H. Z. der Natriumnucleinate (210 bzw. 
225) mit denen des Bariumchondroitinsulfats (202) scheint auf cine 
Unterbrechung der Korrelation von Abschnitt 5 hinzuweisen. was bei 
dem theoretisch richtigen Vergleich der R.H.Z. der betreffenden 


Kolloidanionen selbst zur Gewibheit wird.  (Z. B.: Chondroitinsulfat 
202. 137.4 Ms 210. 23 : 
202 - 165: Hefenucleinat 210 195.) 
380.2 312 


Die entgegengesetzte Lage in bezug auf das Stabilitatsverhalten 
tritt durch das Zunehmen des Unterschiedes der R.H.Z. sodann 
deutlicher hervor (beim Bariumchondroitinsulfat mubB wegen det 
schwereren Bariumionen mehr in Abzug gebracht werden als bei den 
Natriumnucleinaten). 

Hier sei kurz ber Befunde berichtet, die auf die Sonderstellung 
der beiden Nucleinate ein anderes Licht werfen. Bis jetzt haben wit 
uns noch gar nicht mit den spezifischen Unterschieden, die von der 
chemischen Zusammensetzung der ionogenen Gruppen bedingt sein 
kénnten, bemiiht. In der XVII. Mitteilung! fanden wir beim Gummi 
arabicum beim Koazervationsmischtyvpus 4-1 die Reihenfolge Ba Sr 

Ca >- Mg, die man aus einfachen UCberlegungen auch theoretisch 
ecwarten kann. Da die Arabinsaiure aschefrei ist ?, hat man_ hier 
wahrscheinlich mit Carboxylgruppen zu rechnen. Dieser normalen 
lvotropen Reihenfolge begegnet man auch beim negativen Caseinsol 
in rein wasserigem Milieu® und beim Glykogen in) Alkohol-Wasser- 
gemischen?. Bei den Nucleinaten® trifft aber jene lvotrope Reihe in 
wasserigem Milieu nicht zu. Vielmehr wirkt hier das Calciumion 
weitaus am stirksten. (Natriumhefenucleinat: Ca Ba > Mg > Sr: 
Natriumthvmusnucleinat: Ca > Mg -~ Ba ~- Sr.) 

Es ist auffallend, daB wir beim Sojabohnenlecithin und Eilecithin 
ebenfalls die normale lvotrope Reihe vermissen, dab vielmehr das 
Ca-Ion dem Ba-Ion wieder iiberlegen ist: Ca, Mg Ba, Sr*. Die 


! Diese Zeitschr. 260, 161, 1933. 

2 XVITL. Mitteilung, ebenda 262, 161, 1933. 

3 H.R. Kruyt u. H. Lier, Kolloidchem. Beih. 28, 407, 1929. 

1 Sh. Dokan, |. e. 

5 Teils nicht ver6ffentlicht, vgl. NIV. Mitteilung. |. ¢.. daselbst Abb. 1. 

* X. Mitteilung. diese Zeitschr. 248. 310, 19382. daselbst Abb. 3: vel. 
uch VI. Mitteilung. ebenda 234, 367, 1931. daselbst Abb. 16. 
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aufgezahiten Kolloidsubstanzen haben nun aber eine Phosphatgrupy: 
als ionogene Stelle. 

Nach orientierenden Untersuchungen ist beim Amylum solubile-So| 
(Merck) in Alkohol-Wassergemischen die normale lyotrope Reihe vor 
handen, obwohl auch hier eine Phosphatgruppe als ionogene Grupp: 
vorhanden sein muBte. Es hat damit den Anschein, daB die ionogen 
Stelle der zweimal veresterten Phosphorsdiure (Lecithin, Nucleinat) in 
Hinsicht auf die Anheftung der genannten zweiwertigen Kationen sic! 
anders verhailt als die der nur einmal  veresterten  Phosphorsaiur 
(Amylum). 

Zieht man das Gesagte in Betracht, so erhellt, daB man streng 
genommen auf das Vorhandensein der Korrelation zwischen R. H. Z 
und Stabilitaétsverhalten nur Kolloidsubstanzen mit denselben ionogenen 
Stellen miteinander vergleichen darf, was aber bei dem sparliche: 
Material nicht mehr lohnend ist. Jedenfalls wird das Ausfallen de: 
beiden Nucleinate und des Sojabohnenlecithins (obwohl die R. H. Z 
etwa doppelt so groB ist wie von Agar, tritt doch Flockung ein, waihrend 
das Agarsol nur ein Opaleszenz zeigt) verstandlicher. 


7. Die Koazervation des Glykogensols mit Alkohol bzw. Aceton', 


Die auffallende Eigenschaft der Glykogensole, mit Alkohol bzw 
Aceton’ ohne Neutralsalzzusatz schon ihre Stabilitat einzubiiBen, is 
ebenfalls auf die sehr hohe R. H. Z. zuriickzufiihren. 

Auf der Micellenoberflache sind so wenig Ladungszentren vorhanden, 
daB eine eben ausreichende Desolvatation (bei rund 40 Vol.-°,, Alkoho! 


allein dadurch schon zur spontanen Koazervation und sehr stark: 
Desolvatation (bei rund S80 Vol.-°,, Alkohol) zur spontanen Aus- 
flockung fiihrt. Im = zwischenliegenden Desolvatationstrajekt ent 
stehen Kolloidsysteme hoéherer Ordnung (,,.Koazervatsole’’), namic! 
sehr elektrolytempfindliche opaleszente Solen, deren kinetische Kin 
heiten selber schon Micellensysteme (solvatarme, ultramikroskopisch 
Koazervattrépfehen) sind. 

Damit wird die Koazervation bzw. Flockung mit diesen Desolvats 
tionsmitteln bei Gegenwart von Neutralsalzen zu einem extreme) 
Falle des Mischtypus 4-1, wobei der Nachdruck wohl sehr auf de: 
Typus 1 liegt. 


sS. Autokomplexkoazervation von negativen Eiweibsolen, 


Negative Eialbumin- und Caseinsole erleiden mit Hexolnitrat Aut: 
komplexkoazervation. Die hier verwickeltere Sachlage (die R.H. Z 
stark abhangig vom py und wird beim Ll. FE. P. unendlich groB) soll a 
anderer Stelle veréffentlicht werden. 


' Wird an anderer Stelle ausftihrlicher veréffentlicht. 
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9. Autokomplexkoazervation von positiven EiweiBsolen. 


In der VII. Mitteilung' wurde bereits die Autokomplexnatur det 
Koazervate vom positiven Ichthyocollsol mit Kaliumterro- und WKalium- 
ferricyvanid beschrieben. Bei 42° (zur Vermeidung von CGelatinierungs 
erscheinungen) zeigt das positive Grelatinesol (py etwa 3) Autokomplex 
koazervation mit ersterem Neutralsalz (Aufhebung durch Neutralsalze 

Das (positive) Clupeinsulfatsol zeigt bei Zimmertemperatur Koazer 
vation mit den bereits genannten Neutralsalzen. Die wohl ziemlich solvat 
armen Koazervattrépfchen (die Desintegrationserscheinung war mit den 
iblichen Spannungen bis jetzt noch nicht beobachtet worden) lésen sich 
iber wieder beim Hinzufiigen von Natriumehlorid. Diese Aufhebung durch 
Neutralsalze und beigefiigte Ergebnisse einer viskosimetrischen Unter 
suchung des Clupeinsulfatsols (wird an anderer Stelle verOtfentlicht werden ) 
machen es auberst wahrscheinlich, dafi die genannte Koazervation des 
positiven Clupeins mit polyvalenten Anionen bei der Autokormplexkoazer- 
vation einzureihen ist. Es ist mun schon lange bekannt, dali etwas kon 
zentriertere Clupeinsulfatsole selbst spontan ber Abkiihlung des Clhupein 


‘yige Sole. die bei Zimmer- 


sulfats als ..Ol* sich abscheiden. Selbst ! , 
temperatur klar sind, zeigen dies im Eisschrank. Die ..Oltrépfehen*’* losen 
sich bei jener niedrigen Temperatur beim Hinzuftigen von Natriumehlorid 
ther wieder auf. Auch diese spontane Koazervation des Clupeinsulfatsol- 
st also als Autokomplexkoazervation aufzufassen, zumal der gleiche 
femperatureintluB auch bei den schon genannten Neutralsalzen auftritt 
Erhéhung der Temperatur verringert die Koazervation bzw. hebt sie aut: 
larauffolgende Abktthlung auf Zimmertemperatur stellt den urspriinglichen 
Zustand wieder her). 

Die spontane Autokomplexkoazervation des Clupeinsulfatsols ist) mun 
ladurch méglich, dab die Sulfationen schon im Sol vorhanden sind. Be 
hoherer Temperatur sind diesel ben hauptsachlich als (regemionen «der 
positiven Ladungszentren vorhanden (jedes Sulfation gehort zu zwei NH, 
(ruppen). Bei Erniedrigung der Temperatur tritt aber eine immer grobere 
Fraktion der zweiwertigen Sulfationen in den inneren Belag der Doppel 
schichten und heftet sich an einwertige ionogene Stellen. die dadurch zu 
neuen einwertigen negativen Zentren werden. Wacdurch entsteht aber det 
Ladungsgegensatz an den Solteilchen. der bet ygeniigenderm Ausmal zur 
Autokomplexkoazervation fuhrt. 

Von H.R. Kruyt und H. Lier? wurde das positive Caseinsol hinsichtlich 
seiner Stabilitat 


gegentiber zugetiigten Neutralsalzen untersucht. Srefanden 
\ustlockung mit Kaliumferrocvanid., WKaliumterricvanid. Kaliumsulfat und 


Kahumehlorid. Mit ersterem tritt Instabilitat mur in einem gewissen Kon 
zentrationstrajekt auf (..Unregelmabige Reihe). Es ist damit aduberst 
vahrscheinlich gemacht, dali die genannten Neutralsalztlockungen des 


positiven Caseinsols sich an die schon genannten Beispiele anschlieben 
ind sich nur dadurch von ithnen unterscheiden. dali a) die Reihe der Anionen 
sich dem Clupein gegentiber noch um ein Gilied das einwertige Cl-Lor 
erweitert hat. b) das Koazervat sehr solvatarm ist und daher als Flockung 
rscheint (die WKoazervatnatur der isoelektrischen Flockung des Caseins 
wurde von H. PR. Aruyt und dem einen® von uns erwiesen 


1 Diese Zeitschr. 235, 185, 1931. 

2 H.R. Kruyt u. H. Lier, Kolloidechem. Beth. 28. 407, 1929. 

3 H.G. Bunaenberg de Jong u. H.R. Kriuyt. Pre tov. Acad. Amster- 
lam $2. 849, 1929; Kolloidzeitschr. 50, 39. 1930. 
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Folgende Chersichtstabelle. in der das Stabilitatsverhalten de 


besprochenen positiven Eiweibsole  gegeniiber Kaliumferrocvanid 


Kaliumferricyvanid, Kaliumsulfat und Kaliumchlorid zusammengefals: 


ist. zeigt, da man auch hier die Kolloidsubstanzen hinsichtlich ihre 
Neigung zur Autokomplexkoazervation in einer alinlichen Reihenfolg: 
wie bei den negativen Kolloiden, schreiben kann: 


Positives Casein 1-4; 1-3; 1-2: 1-1 f1 ( solvatarmes Koaz. 
Positives Clupein (0°) 1-63 3-33 1-2; koaz. 
Positives Ichthyocoll (42°) 1-4; 1-3 koaz. 
Positive Gelatine (42° 1-4; koaz. 


Es ist zu erwarten, daB auch hier in erster Linie ein um so niedrige: 
valentes Anion noch befahigt ist, Autokomplexkoazervation hervor 


zurufen, je groBer die Dichte der positiven Ladungszentren an der 


Oberflaiche der Micellen ist. Die Verhaltnisse licgen hier aber in experi 
menteller Hinsicht viel komplizierter, weil schon die Dichte der positive: 
Zentren vom px abhangig ist. (Die Neigung des Ichthvocollsols zu 
Autokomplexkoazervation mit Kaliumferricvanid ist — tatsachlic! 
maximal beim positiven Viskositatsmaximum bei pu etwa 3*. Auc! 
fehlt uns bis jetzt ein geniigend hochwertiges gut definiertes und daz 
stabiles Anion, um damit Werte (analog den R. H. Z.) zu erhalten, du 
einen Einblick in die Dichte der Ladungszentren gestatten. 


10. Zusammenfassung. 


1. Neue Beispiele der Autokomplexkoazervation bzw. -flockung 


in rein wasserigem Milieu (Bariumchondroitinsulfat, Natriumthymu- 
nucleinat, Agar, Semenlini- und Carragheenschleim) oder unter Mithilf: 
eines geeigneten Desolvatationsmittels wie Aceton bzw. Alkoho 
(Amylum solubile und Glykogen) werden beschrieben und die Re: 
Hexolzahlen bestimmt. 

2. Das bisher vorliegende Versuchsmaterial an elf negative 
hvdrophilen Solen zeigt, daB in groben Ziigen um so niedrigerwertig 
Kationen zur Autokomplexkoazervation bzw. -flockung eines Sols i) 
rein wasserigem Milieu schon befahigt sind, je kleiner die Rez. Hexo 
zahl ist. 

3. Unter vereinfachten Annahmen (Ladungszentren an der Ober 
flache von gleich schweren, gleich groBen, gleich gestalteten und glei: 
hydratisierten Micellen, unabhangig vom Kolloidindividuum) laBt sic! 
diese Korrelation durchaus erwarten. [Die optimale gegenseitiz 
Teilchenanziehung beim Umladungspunkt mit Hexolnitrat ist etwa pr: 
portional mit 1 (Rez. Hexolzahl)* zu setzen: fir jedes um eine Vale: 
niedrigere Kation ist dieselbe um einen gewissen Betrag geringe! 


* HG. Bungenberg de Jong ue. N. FF. de Vries, Ree. Trav. Chim. 95 
238. 1931. 
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4. Das tatsichliche Auftreten dieser theoretisch erwarteten Korre- 
lation (die obigen Annahmen sind wohl nie zutreffend) mu daraut 
beruhen, dai keine der angedeuteten Variationsméglichkeiten det 
Micellen im Endresultat einen solechen tberwiegenden Einfluis hat wie 
eben die Rez. Hexolzahl. [In den untersuchten Beispielen variiert die 
Rez. Hexolzahl zwischen rund 200 und rund 50000, also 1 (Rez. Hexol- 
zahl)* zwischen rund 60000 und 1}. 

». Unterschiede, die Kolloidsubstanzen von nahezu derselben 
Rez. Hexolzahl aufweisen, sind sehr gut auf das Nichtzutreffen det 
einfachen Annahmen zuriickzufiihren. Es gibt) Andeutungen, dab 
auch die chemische Zusammensetzung der ionogencn Gruppen dabei 
von Bedeutung ist. 

6. Die Eigenschaft der Glykogensole, auch ohne hinzugefugtes 
Neutralsalz mit Alkohol ihre Stabilitat einzubiiBen, wobei in’ cinem 
engen Konzentrationstrajekt Koazervation auftritt, dariiber hinaus 
wenig stabile Kolloidsysteme héherer Ordnung (Koazervatsole) sich 
bilden, findet ebenfalls seine Erklarung in der sehr hohen Rez. Hexol 
zahl des Glykogens. 

7. Auf eine ahnliche Korrelation wie unter 2 ber den positive: 
hvdrophilen Solen wird kurz hingewiesen. 





Uber die Esterasewirkung. LY. 


Von 
Ernst A. Sym. 
(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat Warschau 
(Eingeqangen am IS, April 1955.) 
In dieser Mitteilung wird der EinfluB von Konzentrationssteigerun- 
gen der Substrate bei enzymatischer und Séure-Basenkatalyse auf div 


Reaktionsgeschwindigkeit behandelt. Weiter werden kinetische Unter- 
suchungen in einphasigen Substratsystemen bei Anwesenheit von 


teaktionsprodukten dargestellt. Auch in diesem Falle wurde dir 
Saure-Basenkatalyse zu Vergleichszwecken herangezogen. Bis jetzt 


wurden durch uns Versuche nur mit Schweinepankreasesterase aus 
gefiihrt. Hier wurde auch die Leber- und Magenesterase auf ihre kineti 
schen Eigenschaften im Vergleich zu denselben der Pankreasesterase 
und der Saure-Basenkatalyse untersucht. 

Die hier angewandten Methoden sind dieselben, die in den vorige: 
Mitteilungen! beschrieben worden sind. Der Wassergehalt der Pankrea- 
esterase betrug 86°, H,O. Die in den Tabellen angegebenen Wasse1 
konzentrationen beziehen sich auf die |H,O] vor dem Esterasezusat7 
‘9 =~ Reaktionsgeschwindigkeit am Anfang der Reaktion, ausgedriickt 
Millimol Liter entstandenes Reaktionsprodukt (Ester oder Séure) 
Stunde. 


1. Esteraseinaktivierung durch die Substratsiuren und der EinfluB der 
Siurekonzentrationssteigerung auf die Esterifizierungsgeschwindigkeit. 


4y des Esterasepraparates wurden einer 4! ,stiindigen Fimwirkuns 
eines folgenden Systems: H,O 2n, verschiedene Saurekonzentratione! 
Acetonmilieu. Lésungsvolumen 5U0cem, bei 38.69 unterworfen. Dam: 
wurde die Esterase auf dem Filterpapier gesammelt und vier- bis fiintm: 
mit 20 cem Aceton durchgewaschen. Nach einer 2 Stunden langen Trocknuny 
des Praparates an der Luft bei 18° wurde dasselbe in das gebréauchlich: 
Standardsystem (Buttersdure = 0.3 n, Propanol 2n, H,O 2n, Acetor 
milieu, Reaktionsvolumen 50cem) gebracht. Die Reaktionsanfang- 


1 J. Mitteilung, Biochem. J. 24, 1265, 1930; II. Mitteilung, die- 
Zeitschr. 230, 19, 1931; ILL. Mitteilung, ebenda 258, 304, 1933. 
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eschwindigkeiten der Standardsysteme “ wurden mit derjenigen ry de 
Kontrolle, zu welcher man ein unverandertes Praparat anwandte, ver- 
slichen und der Inaktivierungsgrad in Prozenten nach der folgenden Forme! 

CK “o 


, 


100 berechnet. Die Inaktivierungsgrade. welche durch ver 
K 
-chiedene aliphatische, einbasische Sauren und bei Anwendung derselben 
n verschiedenen Konzentrationen hervorgerufen werden. sind in det 
fabelle | angegeben. 

Tabelle I. 
Esteraseinaktivierung durch Konzentrationssteigerung vet 


schiedener Saéuren. 


Einwirkungsdauer der Saure #3/, Stunden. Inaktivierungsgrad in Pro 
zenten. Temperatur: 38.6°. 





Sdure- Sduren 
uzentration 
Mol Liter Essig Propion Butter Valerian () 
03 1,4 12 0.0 1,0) 0,0 
0.6 28,0 25,5 5.8 25 1.3 
09 53.0 43.0 42.0 94.0) 5.0 
1.2 53.0 38.0 93 


Aus den Ziffern kann man entnehmen: erstens, dab bei einer Kon- 
zentration von O0,3n alle untersuchten Sauren die Esterase niclhit 
schadigen und zweitens, da mit der Steigerung der Siurekonzentration 
iber O.38n die Esterase desto stirkerer Inaktivierung unterliegt, je 
niedriger die Saure der homologen Reihe ist. Nach diesen Unter- 
suchungen eignet sich die Olsiure am besten zu kinetischen Versuchen. 

Diese Resultate stimmen mit denjenigen, die in der zweiten Mitteilung ! 
Tabelle Il) angegeben wurden, tiberein. Dort hatte die lange Eimwirkungs- 
lauer (21 Stunden) der Sauren (Konzentration 0.5m) einen starkeren 
Inaktivierungsgrad der Esterase zur Folge. 

Jedoch zu ¢o-Bestimmungen wird gewohnlich die Reaktion in den 
ersten Stunden untersucht: deshalb ist die Untersuchung der kiirzeren 
Kinwirkungsdauer mehr zweckentsprechend. Um einen Zusammenhang 
zwischen dem inaktivierenden Einflufs’ der Sauren in héheren Konzentra 
tionen und den Esterifizierungsgeschwindigkeiten aufzutinden, wurden 
reaktionskinetische Versuche mit den vorher untersuchten Saéuren und 
Konzentrationen bei Anwendung von 2m Athanol ausgetiihrt. Bei diese: 
Konzentration hat Athanol keinen schadlichen EinfluBS auf die Esteras: 
jes kann man aus der Tabelle I der zweiten Mitteilung! entnehmen. 

In der Tabelle IT sind die entsprechenden ry-Werte und die Ester- 
konzentrationen nach dem Reaktionsstillstande, in der Tabelle TIL dic 
ius den vg-Werten errechneten, zu Essigsiure relativen Reaktions- 


nfangsgeschwindigkeiten zusammengestellt. 


' Diese Zeitschr. 230, 19, 1931. 
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Tabelle Ll. 
Veresterungsygeschwindigkeiten verschiedener Sauren bei ver 
schiedenen WKonzentrationen und Esterkonzentrationen nac! 

teaktionsablaut. 


Reaktionssystem. Konzentrationen: Athanol 2n, H,O = 2n, Volum 
50cem.  Acetonmilieu.  Temperatur: 38.6°. 7, Reaktionsantangsy: 
schwindigkeit in’ Millimol Liter pro Stunde — | Est | Esterkonzentrati 


in Millimol Liter nach 10 Tagen. 





Sunve- Siuren 
Pine necyel Essig Propion Butter Valerian Laurin Ol 
Mo] Liter Un Est vo Est P Est ’ Est i Est ro I 
O15 2.53 95 83.9 94 6.6. 98 4,93 10.33 96 6,25 
0,3 5,3 186 8,8 194 13,1, 200 10,1 199 21,2 2038 13,4 1% 
0.6 6.1 10.0 376 * 22.8 390 15,57 390) 40,3 396 26,6 39 
09 44 268* 85 406* 23.6 542 15,8 552 37,5 57 


* Diese Abweichung von anderen |Est! ist dem inaktivierenden Einflusse der Si 
zuzuschreiben, 
Tabelle LIL. 


? 


Aus der Tabelle Il berechnete, zur Essigsdiure relative 7-Wert: 








Konzentration patch 
cor Staren Essig Propion Butter Valerian Laurin O] 
0,15 1 1,5 2,6 1,9 4,1 2.5 
0,3 I ay 2,5 1.9 4.0) 2.5 
0,6 l 1,6 3,7 25 66 44 
0,9 I 1,9 a4 3.6 8.9 


Beim Vergleich der vy- Werte der Tabelle IT) mit den Tnaki 
vierungsgraden der Tabelle T kann man beobachten, dab zwisclhy 
den einmalig nach 41/,stiindiger Einwirkung der Saéuren untersucht: 
Inaktivierungen und den Abweichungen von der Proportionalit:t 
der v y- Werte zur Saurekonzentration ein Zusammenhang von fi 
gender Art besteht: 

Sobald bei einer Saurekonzentration der inaktivierende Einfli 
stark zum Vorschein tritt, so steigt gewOhnlich von dieser Konzentratio 
angefangen die Abweichung von der erwahnten Proportionalitat 1 
der Erhéhung der Siurekonzentration. (Die Inaktivierung du 
Laurinsiure wurde nicht untersucht: sie wird jedoch nach kinetischen 
Verhalten bei Konzentrationserh6hung der Saure unbedeutend  » 


miissen. ) 


In dem Bereich der Siurekonzentrationen, in welchem keine besonc: 
starke Inaktivierung der Esterase hervorgerufen wird. sind die ¢)-Wer 
proportional zu Saéurekonzentrationen. Dies gilt z.B. ftir die Es- 
und Propionsaiure bis zur Konzentration 0.3 n, fiir Butter- und Valer 
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iure bis O.6n und tii Olsiure bis 1h2n. Es wurden auch Saurekonzentra 

tlonen O075n und O15n der oben angewandten Saurearten (der Ta 
elle TL) und bei Anwesenheit von 1.0m H,O, 2n Athanol untersucht. 
In diesem Falle wurde keine Esteraseinaktivierung und eine strenge Pro 
portionalitat zwischen den 7, und den Saéurekonzentrationen beobachtet. 
\us den in der Tabelle LL zusammengestellten Esterendkonzentrationen 
bemerkt man. dali dieselben beinahe unabhiaingig von den angewandten 
Saurearten = sind. Bei Saurekonzentrationen, die stark imaktivierend 
wirken, wird der Gleichgewichtszustand nicht erreicht.  Z. B. fiir die 
0.4% n Essigsaure. 

Aus diesen Resultaten folgt, dab cinige Folgerungen der zweiten 
Mitteilung! falsch sind. Dies bezieht sich auf die Deutung des Kinflusses 
der Buttersiurekonzentration auf die Reaktionsgeschwindigkeit. Man 
nahm dort an, daB der Kontaktkorper Esterase mit der Substratsiiure 
vesattigt werden kann. Aus diesen Versuchen wissen wir, dali das 
kinetische Verhalten der Buttersiure im Acetonmilien bei héheren 
Konzentrationen ein Ergebnis einer irreversiblen Inaktivierung der 
Esterase durch die Séure ist und da Saduren, die keinen besonders 
stark inaktivierenden EinfluB auf die Esterase ausiiben, wie die 
Qlsiure, diesen falschlich als Adsorption gedeuteten Effekt nicht 
zeigen, 

Dieses Verhalten der Olséure in héheren Konzentrationen wurde von 
Rona, Ammon und Fischgold* im n-Butanolmilieu beobachtet. Die Autoren 
erwiesen auch, dali in’ demselben Milieu der Abtall der Veresterung: 
veschwindigkeit bei gréBeren Buttersiurekonzentrationen einer irreversiblen 
Schidigung des Ferments zuzuschreiben ist. 

Aus den zwei ersten Zeilen der Tabelle ITT und aus den Versuchen 
mit 0.075 n Séuren folgern wir, daB zur Ermittlung der zur Essigsiaure 
relativen v)-Werte, welche als Aennzeichen der Esterasesperifitat aut 
zufassen sind, nur soleche Saurekonzentrationen gebraucht werden 
kénnen, die keine inaktivierende Wirkung auf die Esterase ausiiben, 
bei denen also eine Proportionalitat zwischen den Saiurekonzentrationen 
und den v-Werten beobachtet werden kann. Dies bezieht sich auch 
auf die Untersuchungen der Esterasen anderer Herkunft. 

Die Saurekonzentrationen b/s 0.3 sind zur Bestimmung nach unseret 
Methode der Spezititat der Pankreasesterase anwendbar, und deshalb sind 
die in der zweiten Mitteilung® angegebenen relativen ROK. im Verhaltnis 
zur Essigsaure gut (bis auf die entsprechende Grobe der Capronsiure, wir 
wir noch sehen werden). 

Weiter wurde nachgewiesen, daB der Wassergehalt im einphasigen 
Substratsvstem einen EinfluB auf die Saureinaktivierung der Esterase 


' Diese Zeitschr. 280. 19, 1931. 
> Ebenda 241, 460, 1931. 
3 Ebenda 230. 19. 1931 (Tabelle XXNNYV). 
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hat, und zwar ist bei kleineren Wasserkonzentrationen die Inaktivierun 
kleiner. 


Deshalb liegen die reaktionskinetisch optimal wirkenden Saure 


konzentrationen bei kleinen Wasserkonzentrationen héher als bei gréberen : 


z. B. bei einer |H,O]} 0.5 n erhalt man ein ¢)-Maximum bei 1.2 n Butte: 
siurekonzentration, hingegen bei H,O 2,.0n ist das Maximum tx 


0.6n Buttersdure. Zu diesen ¢y-Bestimmungen der Esterifizierung wurd 
2.0n Propanol als Alkohol angewandt und die Reaktion im = <Aceto 
ausgetiihrt. 

Es wurde auch eine Veresterung zweier gleichzeitig anwesenden Saure! 
namlich einer 0.3 .n Propionséure und 0,3 n Laurinsaure, mit 2 n Propan 
ausgefiihrt. Es zeigte sich dabei, dab die Veresterungsgeschwindigkeit 
beider Sauren gleich war der Summe der Veresterungsgeschwindigkeiter 
die die beiden Sauren in denselben Konzentrationen mit 2n Propamn 
separat aufwiesen.  Dazu wurde folgendes Reaktionssystem gebraucht 
H,O = 2n, Volumen 50 ccm, Acetonmilieu, Esterase 4g. Temperatur 38,5! 
Die Laurinséure wirkt augenscheinlich bei Zugabe zur Propionsaure nicht 
inaktivierend auf die Esterase. Bet Zugabe von 0,3n Butter- ode: 
Valerian- oder Caprylséure zu 0.3 n Propionsiure waren die Veresterungs 
veschwindigkeiten bei denselben Bedingungen wie vorher nicht gleich de: 
Summe der Veresterungsgeschwindigkeiten der einzelnen Sauren, sondern 
geringer. Die Abweichungen von der Summe waren desto kleiner, 
hohere homologe Saure zur Propionséiure zugesetzt wurde. 


In der dritten Mitteilung (1. c.) erfuhren wir, daB zur Aktivierung 
der Esterase Quellungswasser in dem Esterasepraparat anwesend. sei! 
muB. Wie wir spater erfahren werden, werden die Sauren auf dem 
Praiparat adsorbiert. Es ist daher wahrscheinlich, dab die inaktivierend: 
Wirkung der Saéuren auf einer Wasserstoffionenkonzentration- 
verschiebung in der Phase des Quellungswassers beruht. Dabei matissen 


auch Léslichkeitsfaktoren eine Rolle spielen. 


2, Buttersiurekonzentration und Quellungsgrad der Esterase im Athermilieu. 


Aus der dritten Mitteilung! wissen wir, daB der Wassergeha!t 
(Quellungsgrad) des Esterasepraiparats einen groBen EinfluB auf di 


Aktivitat desselben hat. Es war deshalb wichtig, sich tiber eine: 
etwaigen SaureeinfluB auf diesen Zustand der Esterase zu uberzeuge: 
Wir sahen dort. daB die Wasserkonzentration besonders im Athe: 


milieu auf Aktivitat und Quellungsgrad der Esterase einwirkt: 
eben deshalb wurde auch hier dieses Milieu als entsprechend erachtct 

Die Tabelle IV gibt uns folgendes Resultat. Da die Saurekonzentrs 
tion keinen besonderen EinfluB auf den Quellungsgrad der Estera~ 
hat, so kann man den SaureeinfluB auf die ry-Werte auch nicht cine 


teilweise diesem Faktor zuschreiben. 


1 Diese Zeitschr. 258, 304, 1933. 
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Tabelle IV. 
EinfluB der Saurekonzentration auf die +,-Werte und auf die 
Esterasepraparatquellung 1m Athermilieu. 
Konzentrationen: Propano!] 2n,H,O In. Reaktionsvolumen Ti cem 
Temperatur: 18,5°. 





» O-Gehalt 
Buttersiure- Hy — h y Sedimentations- Est n 
der Esterase 


konzentration volumen in ecem , nach 7 Tage 
in %p» 
0,3 n 17.9 55.6 
0,6 n 18,6 5,5 95,4 0.465 
1,2n 18.8 55 SOLS 
1s8n 17,2 5.3 38,0 1,23 


Die Versuche zur Bestimmung der Sedimentationsvolumina waren 
wie in der vorigen Arbeit! ausgeftihrt. Die Konzentrationen bei diesen 
Bestimmunsen waren dieselben wie bei den kinetischen Versuchen, jedoch 
ohne Propanol. Auch tm Acetonmiliew waren die Sedimentationsvolumina 
fur Saurekonzentrationen O.6n und lL8n wenig abweichend (5.4 bzw. 
5.2 cem). Der Wassergehalt der Esterase wurde in dem Praparat nach 
ausgeftihrtem Sedimentationsversuch bestimmt. 


3. EinfluB der Konzentrationssteigerung der Substrate auf die +,-Werte bei 
der Esterasewirkung und H(Cl-Katalyse. 


In den Tabellen 7. Vi. VII, Vill haben wir der Reihe nach den Kintlub 
der Konzentrationen des Butanols (entnommen der zweiten Mitteilung ?). 
der wenig inaktivierend wirkenden Olsaure (Tabelle VI) auf die 7, det 
sterifizierung, dann der Konzentrationen des Esters (Tabelle VIE) und 
des Wassers (Tabelle VIII) auf die 7) der Esterhydrolyse bei der Enzym- 
wirkung im Vergleich zu den entsprechenden Einfliissen bei der HC! 
bedeutet in den Tabellen den ¢)-Wert fiir die 


Katalyse dargestellt. veg 


Esterase, Uy ¢, denselben fiir die HCl-Katalyse. 


Der sich ziemlich wenig andernde Quotient “.g, "yy ¢) in den Tabellen V. 


est 
VI, VII zeigt, daB die Nonzentrationssteigerung der Substrate Alkohol, 
Sdure und Ester bei der Esterasewirkung einen sehr dhutlichen Einflug aut 
die Vergréperung der Posty We rte austibt, wie bet der HCl-Katalyse auf dic 
Vergréperung der Mey We rte. Nur das Wasser hat sowohl bei der Esterifi- 
zierung, wie aus der dritten Mitteilung! folgt (s. aueh Tabelle NIN der 
zweiten Mitteilung), als auch bei der Esterhydrolyse (Tabelle VIEL) esien 
entgeqengesetzten Einflup auf beide Katalysearten, und zwar einen hemmenden 
auf die HCl-KNatalyse und einen stark beschleunigenden aut die Esterase- 
wirkung. Diese beschleunigende Wirkung ist bei der enzymatischen Katalyse 
hei der Hydrolysereaktion versténdlich: in diesem Falle wirkt H.O als 
Substrat. AuBerdem wirkt H,O auf die Esterase als ein starker Aktivator. 
Bei der Esterhydrolyse mittels HC] wird bei kleineren H,O-Konzentrationen 
ein Maximum der H,O-Wirkung auftreten miissen, denn hier tritt H,O 
in zweifacher Rolle auf, als Substrat und als hemmender Faktor. welche 


' Diese Zeitschr. 258, 304. 1933. 
> Ebenda 230, 19, 1931. 
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aut ahnlicher Ursache beruht wie bei der Esteritizierungsreaktion (HH. Gold 


schmidt), nur anstatt des Alkohols wird hier der Ester um das Proton m 
Wasser konkurrieren. 


Tabelle V. 
Anfangsgeschwindigkeit der Esterifizierung bei verschiedene 


Butanolkonzentrationen und bei Esterasewirkung und HC! 


Kata ly se. 





Konzentrationen: Buttersaure 0.3 n, Wasser 2.5n, Esterase 4 
HCl Oban. Reaktionsvolumen 50 cem. Acetonmilieu. Temperatus 
37,59. [Ester] Esterkonzentration im Gleichgewichtszustand. 

Ester! n 
Butanol- : , . 
Prewees = vo der Esterase vo mit HCl Vest CHC] 
konzentration i ciiaieen HCl t H 
15n Db 16 0,175 0,199 3.5 
3,0 n $2 26 0,211 0,234 3,2 
6,0 n 102 37 0,231 0,256 2.8 


Tabelle VI. 
ry-Werte bei verschiedenen Olsiurekonzentrationen. Esteras: 


wirkung und HCl-Katalyse. 





Konzentrationen: Athanol 2n, H,O In, HCl = Jd.) n. Acetonmilien 
Volumen = 50cem. Temperatur: 37.6°. 
BP mo ono vo der Esterase ro mit HCl Vest/ "HCI 
O3n 13,0 21 0,62 
0,6 n 25,8 41 0,63 
1,2n 44,0 76 0,58 


Tabelle VII. 


Einflu®B der Konzentration von buttersaurem Athyl auf d 


Antangsgeschwindigkeit der Hydrolyse, Esterasewirkung uni 


HCl-Katalyse. 


Konzentrationen: H,O 3.0 n, HCl O.ln. Esterase 4g. Acetonmili« 
Volumen: 50cem. Temperatur: 34,0°% 7 Antfangsgeschwindigkeit de: 
Hydrolyse in Millimol pro Stunde. — [Saure | Konzentration nach det 


Reaktion in Mol Liter. 





Konzentration : : ro bei {Siure] n* | [Sture s 
von butter- pvtorase yl Cle vestltHct | Kest = Spe tee 
saurem Athy] J “™ Wirkung Esterase HCl H2 O} [Este 

0,625 n 33,0 11,3 0,380 2,9 0,22 

1.25 n 53.7 20.7 0.597 0.608 2.6 0,22 

2,5 n 91,7 32,0 0,876 0.860 2.9 0.23 





* Bestimmung nach 10 Tagen. 
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Tabelle VIII. 

KintluB der Wasserkonzentration aut die Antangsyveschwindig 
eit der Hydrolyse von buttersaurem Athyl. Esterasewirkung 
und HCl-Katalyse. 

Konzentrationen: Ester 1,25 n, HCI O..n. Esterase 4 ¢. Acetonmilienu. 


Reaktionsvolumen: 50¢em.  Temperatur: 35,5°. 








ro bei Sdure| n* — oe 
Hy0ja RB Real HCl ‘ Fest CHC] Kest “ee et _. 
Wirkung — Esterase Hel 2 eter 
10 42.5 25 0,407 Pe | 0.50 
2.0 53.9 YD 0.504 D1 0,21 
3.0 60.0 21 0.608 29 0.21 
4.0 69.0 17 0.707 4.0 0.19 





Bestimmung nach 10 Tagen 


Diese Versuchsresultate erlauben trotz der Anwendung von ver- 
hiltnismaBig hohen Substratkonzentrationen keine p.-Nurvenkonstruk- 
tionen und daher auch nicht dic K-Bestimmungen fiir dic Enzym-Substrat- 
vrbindungen. 

Die Systeme mit Esterasewirkung geben bei Anwendung ver- 
schiedener Substratkonzentrationen nach Reaktionsablauf sehr dihnliche 
(Heichgewichtslagen wie die entsprechenden Systeme mit der HC- 
Katalyse. 


1, KinfluB der Reaktionsprodukte auf die Reaktionsgeschwindigkeiten bei der 
Esterasewirkung und Siure-Basenkatalyse. 


Auf beide Katalysen der Hydrolyse von buttersaurem Athyl wirken 
sowohl Buttersaéure als auch Athanol hemmend. Diese Hemmung ist bei 
der Esterasewirkung starker als bei der Saéure-Basenkatalyse (HCI, Pikrin 
saure), und dieselbe wird starker bei Erhéhung der Konzentration dei 
Reaktionsprodukte. In den Tabellen IX und X wurden die diesbeziighichen 
Versuche dargestellt.  AuBerdem wurde der hemmende EintluB der An- 
wesenheit verschiedener Substratsaiuren auf die 7 )-Werte der Hydrolyse 
von buttersaurem Athyl bei Esterase- und HCl-Katalyse untersucht. 
Wie aus der Tabelle XI ersichtlich, ist zwischen der Reaktionsfihigkeit 
der einzelnen Sauren bei der Esterifizierungsreaktion und dem Hemmungs- 
vrad, die diese Séuren bei der Hydrolyse hervorrufen, sowohl bei det 
enzymatischen als auch bei der HC-Katalvse, kein Zusammenhang zu 
verzeichnen. Man kénnte vermuten, wenn man die Reaktionsfaihigkeit als 
Folge einer Affinitat des Substrats zum Katalysator betrachtet, dali der 
hemmende EinfluB bei der inversen Reaktion des Reaktionsproduktes det 
Saure desto starker zum Vorschein komint,. je groBer die Reaktionsfahigkeit 
zur Esterifizierung der untersuchten Saéure ist. Die Resultate der dies 


ezughichen Versuche zeigen jedoch, dai mit Ausnahme der Essigsaure, 
welche fiir beide Katalysearten ein verhaltnismabig starkerer Hemmungs 
korper ist, die anderen Saiuren keine starke Abweichungen in den Hemmungs 
craden aufweisen. In allen Hemmungsversuchen kann man beobachten 
da der hemmende EintluB der Reaktionsprodukte auf die Hydrolyse bei 
ler HCl-Katalvse etwa zweimal schwacher ist als bei der Esterasewirkung : 
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Esterasewirkung. IV. $15 


der Pikrinsaiurekatalyse ist dieser EinfluB etwas starker als bei det 
| Cl-Natalyse. 

Auch bei der Estersynthese hemmt das Reaktionsprodukt, der Ester, 
ide Katalysearten, und zwar auch wie vorher die HCl-Katalyse schwacher 
s die Esterasewirkung. Zu dieser Untersuchung wurde buttersaures 
\thyl bei Anwesenheit von demselben Ester synthetisiert. 

Da man aber bei diesen Versuchen ohne Wasseranwesenheit nicht 
iskommen kann und so die inverse Reaktion (Hydrolyvse) gleich von 
\nfang der Esterifizierung in Erscheinung treten mub, deshalb haben 
liese Versuche keine solehe Bedeutung wie die vorigen. Die Crescehwindig 
keit der Hydrolvse bei der anfanglichen tiberwiegenden Veresterungs 
ur schwindigkeit ist schwer zu bestimmen, da bei Anwesenheit aller Substrate 
sich thre Einwirkungen auf die Katalysen sehr komplizieren. Man beachte 
uw den verschiedenen Wassereintluf aut beide Katalysearten. 


Tabelle XI. 

EinfluB der Anwesenheit verschiedener Sauren auf die r-Werte 
der Hydrolyse von Buttersiuredthylester. 
Konzentrationen: Ester = 1,25 n,H,O = 2,0 n, Sauren = 0.3 n, HCI — 0,1n. 
Esterase 4g. Acetonmilieu. Volumen: 50 cem. Temperatur: 36.1°. | Saure | 

Buttersaurekonzentration nach 7 Tagen. 





Esterase Hel 
sense ; ' Hemmung os Hemmung 
t saure) in ’ Ssaure ti in 

Le 465 0.45 48 19.6 0,42 20 
Propion ee 61 0,46 32 20,4 0.42 16 
Buller... 6 61 0.45 82 20,8 (0,42 15 
Valerian. . . . 63 0.46 30 21,8 0.42 11 
Laurin... . 66 0,45 26 

Ohne Saure. . 89 0,55 0 24.3 0.52 0 


Wie sollen wir uns diese Hemmungsmechanismen bei der Enzyvm- 
wirkung und bei der Saure-Basenkatalvse vorstellen / Ist der Annahme 
ler teilweisen Besetzung der aktiven Zentren der Esterase durch 
Reaktionsprodukte eine abniiche fur die Hemmung bei der Saure-Basen- 
katalyse zur Seite zu stellen? Anstatt der aktiven Zentren mibte man 
m zweiten Falle den ganzen Sdure-Basen-Katalyseapparat in Betracht 
zichen. Bei welchen von den beiden Katalysearten ware es einfacher, 
liese Hemmungen zu deuten? Wir glauben, daB cs vorliufig auber 
inem Konstatieren eines ahnlichen Verhaltens beider Katalysearten 
ioch zu frihzeitig ist, einen allgemeinen Erklarungsversuch ftir dieses 
Phinomen zu geben, besonders, wenn es sich um die Esterasewirkung 
vandelt. Wir sind der Meinung, da weitere Fortschritte auf dem 


Gebiete der Séiure-Basenkatalvse uns Aufklarungen auf dem Gebiete 


ler Hydrolasenwirkungen und vor allem der Esterasen geben werden 


Es sind zu viele gemeinsame Merkmale dieser beiden Katalvsearten 


orhanden, um auf dieselben nicht aufmerksam zu werden. Man ist 
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auch dadurch gezwungen, die Saure-Basenkatalyse als ein teilweis 
Modell der Esterasewirkung zu betrachten. Die diesbeziiglichen EF 
wagungen werden im V. Teil dieser Abhandlungsserie angegeben. 


o>. Spezifitat der Esterasen. 


Zur Spezifitatsbestimmungen kann man Hydrolyse- oder Synth 
reaktionen, verschiedene Substrate und Milieus wahlen. Uns schiv 
es am zweckmifigsten, zu diesen Bestimmungen Estersynthesen 
einphasigen Substratsystemen mit mehreren aliphatischen Alkohol: 
(Methanol, Athanol, Propanol, i-Propanol, n-Butanol) und Mono 
carbonsdiuren anzuwenden. Unsere Spezifitatsbestimmung — berul 
naimlich auf Ermittlung der Reaktionsfahigkeiten der Esterkomponente 
welche sich fiir die Alkohole und Substratséiuren in relativen ¢-Werte: 
zu Methanol bzw. zu Essigséure ausdriicken lassen. Auf diese Weis 
wird das Spezifitatscharakteristikum fiir eine Esteraseart (und auc! 
fiir die Siure-Basenkatalvse) in wenig sich dndernden Grépen, die uv 
abhdangig von den Milieus, von den Esterasemengen, von den Substrat 
konzentrationen (in nicht inaktivierend wirkenden Konzentrations 
bereichen), von der Temperatur (im unschadlichen Bereich) und = ro; 
allem von dem zweiten Reaktionspartner sind, dargestellt, 

Aus den Versuchen, die in der zweiten Mitteilung! angegeben wurde: 
(Tabelle NXNXNIIT, NXNNVI) ist uns bekannt, dali die relativen Reaktion 
tahigkeiten der Esterkomponenten bei der enzymatischen Hydrolyse sei: 
ahnlich denjenigen sind, die bei der Estersynthese fiir die einzelnen Substrat: 


gefunden worden sind. Der Alkohol- und Saurerest in der Esterbindung 


behalten die bei der Esterifizierung auftretenden Reaktionsfahigkeiten «ck 
freien Reaktionskomponenten. Deshalb hat unsere Bestimmungsmethoc«d: 
auch Ciltigkeit fiir die inverse Reaktion, fiir die Hydrolyse. Bei den 
der zweiten Mitteilung! beschriebenen Untersuchungen iiber die Ve: 
esterungsgeschwindigkeiten verschiedener Alkohole und Saéuren = mitt: 
Schweinepankreaspraparat hat sich gezeigt, erstens, dal die relatiy 
Reaktionsfahigkeiten der einzelnen Alkohole sowohl bei der Esteras 
wirkung und HCl-Katalyse als auch bei thermischen Reaktionen ahniic! 
sind, und zweitens, daB die Substratsduren hingegen sich in dieser Hinsic!:! 
ganz anders verhalten. Bei der Esterasekatalyse haben wir mit ganz ander 
Reaktionstaihigkeiten der Saéuren als bei der HCl-Katalyse und den ther: 
schen Reaktionen zu tun. Wegen diesem andersartigen kinetischen \: 
halten des Enzyms haben wir eine Spezifitat der Pankreasesteras 
Vergleich zur Saurekatalyse nur in Hinsicht auf die Séurekomponen 
angenommen., 

In dieser Arbeit wurden nach unserer Methode die Spezifitate: 
der Leber- und teilweise der Magenesterase untersucht und mit ¢ 
jenigen der Pankreasesterase und der Saure-Basenkatalvse verglicl 
Die esteratisch wirksamen Trockenpraiparate wurden aus Schwein 


1 Diese Zeitschr. 230, 19, L931. 














auc 
Sal 
Ver 
hej 

bis 

hes 
zur 

Sau 
sind 
vor] 
tion 
Capl 
sitze 
der 

Laut 
erwa 
Real 
der 

herse 
Lebe 
der | 


lipase 








Weis: s 


nk 
n. 


ithes 
schir 
sen 
ohol 
Mono 
berulit 
lente! 
Verte: 
Weis 
L auch 
lie wn 
bstrat- 
ations 
nd ro) 


wurde! 
ktion 


se set 


bstrate 


ynduny 


ten de! 
et hod: 
den 
ie Ver 
mitte 
‘lative 
sterast 
ahniic! 
finsichit 
anders 
thern 
en Ve 
rant 
ponent 


ifitater 
it der 
cliche) 


hwein 











Esterasewirkung. IV. t 


organen auf dieselbe Weise wie das Pankreaspraparat dargestellt 
Die Leberesterase wirkte gut im Athermilien und die Magenesterase 
im n-Butanol. In der zweiten Mitteilung! wurden die relativen ROK 
ingegeben, hier werden wir die relativen 7y-Werte zur Charakterisierung 
der Spezifitat anwenden. Theoretisch sind es dieselben GréBen. Um 
die absoluten Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten aus diesen relativen 
ry-Werten berechnen zu kénnen, wurden immer die absoluten ry-Werte 
fur die beiden Bezugssubstrate Methanol und Essigsaure in den Tabellen 
angegeben. Auberdem wollen wir die Esterkonzentrationen zu Versuchs 
ende, die praktisch oft nach dem Reaktionsablauf bis zur Gleichgewichts- 
lage auftreten, angeben. Nach Auffindung der fiir die Leberesterase 
inwendbaren Substratkonzentrationen wurden die relativen +,-Werte 
ermittelt. 

In den Tabellen XII und NUIT sind dieselben fiir die Alkohol- und 
Saurenkomponenten zum Vergleich gleichzeitig mit den entsprechenden 
ro Werten bei Pankreasesterase- und Saure-Basenkatalyseanwendung 
angegeben. Wie man sieht, sind die Reaktionsfahigkeiten der Reaktions- 
komponenten bei der Leberesterasewirkung ganz spezieller Natur 
sie weichen von denselben sowohl bei der Pankreasesterasewirkung als 
auch bei der Saure-Basenkatalyse ab. Die héheren Homologen der 
Naurereihe zeigen hier im Vergleich zu den niederen keine besondere 
VergréBerung der Reaktionsfahigkeiten (bzw. der vy-Werte), wie dies 
hei der Pankreasesterasewirkung der Fall ist. Von der Essigsiiure 
bis zur Laurinséiure sehen wir mit Ausnahme der Valeriansdiure keine 
hesonderen Abweichungen in den Reaktionsfaihigkeiten. Im Gegenteil. 
zur Pankreasesterasewirkung verhalten sich dagegen die héheren 
Sauren wie die Laurin-, Myristin- und besonders Stearinsiure : diesel ben 
sind bei der Leberesterasewirkung weniger reaktionsfihig als die 
vorherigen Saéuren. Bei der Pankreasesterasewirkung steigt die Reak- 
tionsfahigkeit von Essigsaure bis zur Butterséure und dann von der 
Caprylsaure bis zur Laurinsdure, die Valerian- und Capronsiure be- 


sitzen etwas kleinere Reaktionsfaihigkeiten als die Buttersaure. Von 
der Laurinsiure angefangen, fallt dieselbe bis zur Stearinsdure. Die 


Laurinsiure weist eine maximale Reaktionsfahigkeit auf. Wie vorhet 
erwahnt wurde, kann man bei Kenntnis der relativen ry-Werte det 
Reaktionskomponenten fiir die Estersynthesen die Reaktionsfahigkeiten 
der entsprechend zusammengesetzten Ester fiir die Hydrolyse vor- 
hersehen. Also es miissen daher die Ester der héheren Sauren bei det 
Leberesterasewirkung bedeutend weniger reaktionsfahig sein als bei 
der Wirkung der Pankreasesterase. Es ist bekannt. dali die ..Leber 


lipase’ gegen die natiirlichen Fette sehr wenig wirksam ist, wie dies be- 


1 Diese Zeitschr. 280, 19, 1931. 
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Esterasewirkung. LV. 119) 


sonders aus den Versuchsresultaten von Willstdtter und Memmen! zu 





Zz, ‘ntnehmen ist. Man sagt, dali das Leberenzym im Vergleich zur 
_ Pankreas- und Magenlipase mehr esteratisch als lipatisch wirksam ist. 
Diese tragere Wirksamkeit des Leberenzyms gegen die Fette wird man 
vor allem den kleinen Reaktionsfahigkeiten der hoheren Saurekompo- 
s3 nenten bei der Leberesterasewirkung zuschreiben miuissen. 
pat: Wenn hohere Fettsiuren und Glycerin die Ester- und Reaktions 
= komponenten bilden, so nennt man die Enzyme, die die Estoritizierungen 
e und Hydrolysen dieser Esterkomponenten katalysieren, Lipasen. Wenn 
niedere Fettsauren cle Reaktionskompone nten bilden, so Spr ht man ber 
e enzymatischer WKatalyse von einer Esterasewirkung im = engeren Sinne. 
= Nach dieser Klassifizierung miiBten wir bei dem wirksamen Pankrea 
praparat zwei Enzyme, eine Lipase und eine Esterase, annehmen. Diese 
Fermente scheinen jedoch identisch zu sein. 
Es wird heute allgemein angenommen, trotzdem man keine strenge 
2 Beweise dafiir hat, daB es nur eine Pankreasesterase gibt Unsere 
al Versuche bekraftigen diese Annahme. Erstens wurde in der zweiten 
2s Mitteilung nachgewiesen, da die Stearinsaure dieselben Esterbildungs 
se fihigkeiten mit den einzelnen Alkoholen bei der Pankreasesterase- 
m wirkung aufweist wie die Buttersiure (‘Tabellen NXNV und NNVIII 
= 3 der zweiten Mitteilung). Beide Sauren verhalten sich also hier identisch 
— Dies spricht fiir ein einheitliches Enzym, das diese Sauren esterifiziert. 
a ae Zweitens aus der Tabelle XVI, welche die von Fri. D. Najdyez 
ee iusgefiihrten Versuche wiedergibt. entnehmen wir, daB auch bei 
_— Glvcerinanwendung zur Veresterung die relativen +,-Werte der Sauren 
S « einen ahnlichen Verlauf wie bei Anwendung anderer Alkohole und 
Pankreasesterase aufweisen. Vergleiche diese Tabelle mit der ‘Ta- 
belle XI. Es muB also das die Glyceridsynthesen und -hydrolysen 


hervorrufende Enzym identisch mit demjenigen. welches die ent- 
sprechenden Reaktionen mit anderen Alkoholkomponenten katalvsiert 


sein. (Hoéchstwahrscheinlich wird auch bei der \Vachssynthese, welche 


durch Rona, Ammon und Fischgold? ausgetithrt wurde, dasselbe Enzyvm 
wirksam sein.) Diese Versuche sprechen fiir ein cinheitliches’ Enzym 


Stet 





aact 
elative 


=i in dem Pankreaspraparat. Dasselbe wird man wahrscheinlich von der 


Leberesterase behaupten kénnen. Ohne Zweifel ist die Leberesterase 
ein anderes Enzym als die Pankreasesterase, jedoch wirken beide auf 


,eertws fy 


dieselben Substratgruppen: sie sind Esterasen im engeren Sinne. Wir 
vlauben, dab rorlaufig he in Grund rorhande “ ist, eine Dut ihache Name - 
qebung (Esterase, Lipase) fiir cine Wirkungsart eines Agens (der Zoo- 
sterasen) anzuwenden: es genigt, wenn man das Organ nennt. von 
2 welchem das Enzym stammt. 


‘ 


nes 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 138, 216, 1924. 
2 Diese Zeitschr. 241, 460, 1931. 
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daB bei Leberesterasewirkune 





Aus der Tabelle XIT sehen wir, 
von den untersuchten Alkoholen n-Propanol reaktionskinetisch am 
besonders schnell 







starksten hervortritt und da} Methanol nicht vel 
estert wird: bei Pankreasesteraseanwendung hingegen hat Methano 
die starkste Reaktionsfihigkeit. Dasselbe gilt fiir die Séure-Basen 






katalvse (HCI, Pikrinsadure). 
Das sekundire i-Propanol verestert sich verhaltnismabig schnelle 
bei Anwendung des Leberenzyms als bei der Pankreasesterasewirkung 







Bei der Leberesterasewirkung besitzen nicht nur die Substratsduren 
sondern auch die Alkohole Reaktionsfahigkeiten, welche star/ 
von der Sdure-Basenkatalyse und der Pankreaswirkung abweichen. Div 
Leberesterase ist im Vergleich zur Sdure- Basenkatalyse sowohl der Saure 
als auch der Alkoholkomponente gegeniiber spezifisch. Die relativen 
Reaktionsfihigkeiten der Alkohole Pankreasesteraseanwendung 
und bei der Siiure-Basenkatalyse sind im Ather- und im Acetonmilie: 






he sonde re 







bei 





sehr ahnlich.! 

Aus der Tabelle XII kann man auberdem entnehmen, dab dir 
Reaktionsendkonzentrationen der Ester sowohl bei der Pankreas- als 
ahnlich sind: man wird also 






auch bei der Leberesterasewirkung sehr 
annehmen miissen, das beide Fermente zu denselben Gleichgewichts 
lagen streben. In den Versuchen mit welche in der 
Tabelle XIII wiedergegeben sind, wurde die Reaktion zu kurz verfolgt 
deshalb sind die Esterkonzentrationen, welche nach 10 Tagen ermittelt 







Leberesterase, 











voneinander abweichend. 
die 





sind, 





worden 
Die 








Pankreasesterase durch den Wasser 





Leheresterase wird auch wie 







qehalt aktiviert. Oie diesbeziiglichen Versuche sind in der Tabelle NI\ 
dargestellt. (Das in allen Versuchen angewandte Leberpraparat) wurd 
durch ein Sieb von Il mm Maschenweite gesiebt.) Zum Versuch | der Ti 







Stunde: 





belle XIV wurde die Leberesterase im Vakuum (17 mm) bei 90° 11/, 





Tabelle XIV. 


Einflu®B des Wassergehaltes der Leberesterase auf ihre Aktivitat 
im zweiphasigen Substratsystem. 







Phase IL: Aquimolekulare Mengen von Olsiure und i-Amylalkohol. Volume: 
Phase I: Esterase 4g¢ mit P,0. Temperatur: 37,0°. 









25 cem. 















Esterkonzentration 





Versuch H, O de 


Esterase 





Wasserzugabe to 






nach 7 Tagen nach 19 Tage 





Nr. 












1 2,1 0 2.2 0,372 0,707 
2 6.3 0 7,5 0,970 1,450 
3 14,9 0) 5.4 0,747 1.280 
4 21 + 53 eem 4.5 0.276 0,543 
5 63 + 3cem 5,7 0.534 0,902 












! Diese Zeitschr. 280, 19, 1931 (Tabelle XXVIT, NNVITTD). 
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Esterasewirkung. IV. 42] 


etrocknet. Der Wassergehalt dieses Priaparates betrug nach dem Trocknen 
1%. Das vorher nicht behandelte Praparat enthielt 63°, H,O. Mit 
liesem wurde der Versuch 2 ausgeftihrt. Zum Versuch 3 wurde das Leber- 
raparat unter einer Glasglocke, in welcher erwarmtes Wasser eingestellt 


var, untergebracht. Das Praparat zog Wasser an. Der Versuch 4 wurde 
zur Inaktivierungsbestimmung des vorher bei 90° behandelten Praparates 
iusgefiihrt. Beim Vergleich der ¢y-Werte vom Versuch 4 und 5 sehen wir, 
la durch die Behandlung bei der Trocknung das Praparat 21°, der 
\ktivitat verloren hat. Jedoch ist diese Aktivitaétsverminderung nicht 
die Ursache des groBen Unterschiedes in den +,-Werten der Versuche 1 
und 2. (Hier wurde die Methode der vorigen Arbeit ! angewandt.) In diesen 
Versuchen bei Verfolgung der Reaktionen in spiteren Stadien bemerkt 
man, daB allgemein eine Wasserzugabe zum Praparat der Leberesterase 
dieselbe teilweise inaktiviert. Das Praparat mit 6.3°, H,O wirkt am 
starksten. In diesen Untersuchungen wird man deshalb andere Methoden 
anwenden miissen. Parallel mit Versuch 2 wurde ein Versuch mit Pankreas 
esterase ausgeftihrt. Das Pankreaspraparat enthielt 86°, H,O. Nach 
30 Tagen wurde der Veresterungsgrad bestimmt. Die Esterkonzentration 
war bei der Leberesterasewirkung 1.64 nm. bei Anwendung der Pankreas- 
esterase 1,71 n. Es werden héchstwahrscheinlich auch im = zweiphasigen 
Substratsystem mit der Zeit ahnliche Gleichgewichtslagen erreicht.  Ver- 
eroBerung der Wasserkonzentration im Athermilieu bei Anwendung einet 
Leberesterase mit 6.3° , H,O hatte keine besondere EKinwirkung auf die 
antangliche Reaktionsgeschwindigkeiten der Veresterung. Die dabei 
erreichten Esterkonzentrationen nach Reaktionsablauf waren sehr ver- 
schieden. Jedoch waren durch VergréBerung der Wasserkonzentrationen 
0.0n, 10n, 2.0n) keine Inaktivierungen der Esterase zu verzeichnen. 
Annihernd kann man sagen, dali die Leberesterase sowohl im einphasigen 
als auch im zweiphasigen Substratsystem im Vergleich zur Pankreas- 
esterase etwa 20fach schwacher wirkt. Bei Anwendung luftdicht ver 
schlossener, starkwandiger DruckgefaBe kann man bei 37° im Athermilieu 
einen sehnellen Reaktionsablauf auch fiir die Leberesterase beobachten. 
Solche GetaéBe wurden auch in der zweiten Arbeit? bei Verfolgung der 
thermischen Reaktionen unter Druck angewandt. Aus der Tabelle XIII 
haben wir fiir Buttersiureveresterung mittels Leberesterase 7, .24 
bei 18,5°, hingegen bei 37,6° betrug der entsprechende ¢)-Wert 4.8 Millimol. 

Der aus diesen Ziffern berechnete Temperaturkoeffizient ist 2.0 
(mit dem Vorbehalt, der in der dritten Mitteilung gemacht wurde). 


Weiter wurde die Reaktionsfaihigkeit der Saiuren bei Anwendung 
der Magenesterase untersucht und mit den Reaktionsfahigkeiten 
derselben bei Pankreasesterasewirkung verglichen. Die Tabelle XV 
zeigt, daB das kinetische Verhalten der einzelnen Sauren, trotzdem die 
Wirksamkeit der Magenesterase sehr klein ist, ahnlich demjenigen, 
welches bei der Pankreasesterasewirkung hervortritt, ist. 

In Hinsicht auf die Reaktionsfahigkeiten der Siurekomponenten 


sind also beide Esterasen beinahe identisch. 


' Viese Zeitschr. 258, 304, 1933. 
2 Ebenda 230. 19. 1931. 
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Esterasewirkung. IV. 4123 


Dieses Verhalten der Magenesterase stimmt hiermit mit den Versuchs- 
resultaten, die von Wiillstatter und Memmen! erhalten wurden, tiberein 
Die Autoren kamen namlich zu dem Schlub. daB zwischen dem Verhalten 
der gereinigten Magenlipase und Pankreaslipase kein Unterschied vor 
handen ist. Die Wirkung der Magenesterase (erhalten vom ganzen Schweine 
magen) ist etwa 60mal schwacher als die der Pankreasesterase. 

Zur Untersuchung der Reaktionsfahigkeiten der Alkohole bei 
der Magenesterasewirkung konnte bis jetzt kein entsprechendes Milieu 
gefunden werden. 

Wenn wir die relativen r+,-Werte der Saurereihe bei Anwendung 
von Athanol und Glycerin im Acetonmilieu mit denjenigen (die bei 
\nwendung von Propanol aus der zweiten Mitteilung, |. ¢.. entnommen) 
in der Tabelle NVI vergleichen, so bemerken wir. daB nur bei der 
Capronsaure eine starke Abweichung in dem relativen Wert vorhanden 
ist. Man vergleiche auch die Tabelle XIIL. Was eigentlich die Ursache 
ist. daB die Capronsiure bei den friiher ausgefiihrten Versuchen so 
reaktionstrage war, kann man nicht entscheiden. Es ist méglich, dal 
im vorigen Praparat sich ein Hemmungskorper befand.  Beide Pri- 
parate der Capronsaiure stammten jedoch von der Firma Aahlhbawm. 
Ahnliche Abstufungen in den durch uns gefundenen Reaktionsfahig- 
keiten der Sauren fanden Morel und Terroine* in der Spaltbarkeit det 
Trigliceride verschiedener Sauren. Von Triacetin bis zum ‘Jrilaurin 
ist die Spaltbarkeit nach diesen Autoren ansteigend, dann iiber Tri- 
palmitin zu Tristearin sinkend. Auch bei unseren Estersynthesen mit 
Athanol, Propanol, Butanol und Glycerin besitzt die Laurinsiure die 
grobte Reaktionsfahigkeit, welche bei Anwendung der Pankreas- und 
Magenesterase etwa viermal gréBer als diejenige der Essigsaure ist 
Bei der Leberesteraseanwendung hingegen ist die Reaktionsfahigkeit 
dieser Saure sogar um 20°, kleiner als die der Essigsaure. Wir sind der 
Meinung, daB die Saureserie. die in der Tabelle XV untersucht wurde 


zur Bestimmung der Spezifitat sehr geeignet ist. 


Zusammenfassung. 


1. Konzentrationssteigerung der Substrate der Estersynthese- und 
Hvdrolysereaktionen, wie der Alkohole, Sauren und Ester hat beinahe 
denselben EinfluB auf die Reaktionsgeschwindigkeiten bei der esterati- 
schen wie bei der Saure-Basenkatalvse. 

2. Wasser verhalt sich anders bei der Esterasewirkung als bei 
der HCl-Katalvse. Sowohl bei der Estersynthese als auch bei der 
Esterhydrolyse mittels Esterase wirkt das Wasser reaktionsbeschleu- 
nigend. Bei der HCl-Katalvse hemmt das Wasser beide Reaktionen 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 188, 247, 1924. 
- J.de Phys. Pathol. 14. 58, 1912. 
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3. Die Reaktionsprodukte, auBer Wasser, hemmen die Reaktionen 
bei Anwendung sowohl der Esterase als auch der Pikrinsiure und HC! 
Der Hemmungsgrad ist bei der Saure-Basenkatalvse kleiner als bei 
der enzymatischen Katalyse. 

4. Es wurden nach unserer Methode die Spezifitaten der Pankreas- 
Leber- und Magenesterase im Vergleich zur Saéure-Basenkatalyvs 
untersucht. Es zeigte sich, daB die Leberesterase sowohl der Alkoho! 
als auch der Substratsiurekomponente gegentiber spezifisch eingestellt 
ist und dies in dieser Beziehung weder mit der Pankreasesterase noct, 
mit der Saure-Basenkatalyse etwas Gemeinsames hat. Wasser aktiviert 
die Esterifizierung mittels Leberesterase. In Hinsicht auf die Reaktion- 
fahigkeiten der Sauren sind Magen- und Pankreasesterase sehr alnilich. 

Herrn Professor Stanislaus von Przytecki spreche ich fiir die wert 
vollen Ratschlage und fiir die Hilfe meinen herzlichsten Dank aus. 
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Zur Kenntnis der Muskelautolyse. 


I. Mitteilung: 


Der Einflu8 der Temperatur auf die Verteilung des Stickstoffs im Rindfleiseh, 


\ on 


I. A. Smorodinzew, N. W. Schirokow und P. W. Zyganowa. 


Aus dem Wissenschattlichen Forschungsinstitut der Fleischindustre im 


Moskau. ) 


(Eingegangen am 20, April 1955.) 


Die Gewebeautolyse! ist ein sehr komplizierter Vorgang, sie 
hesteht aus einer ganzen Reihe fermentativer und anderer Reaktionen 
denen die Bestandteile der Zellen, nachdem die regelmabige Sauerstoff- 
versorgung und Blutzirkulation aufhért, unterworfen sind. = Nach 
der Meinung der Mehrzahl der Forscher? beginnt die Autolyse nicht 
sofort nach dem Tode des Tieres, sondern 4 bis 6 Stunden nach det 
..Latenzzeit’’ und erreicht den Hé6hepunkt in der 48. Stunde. 

Da der Hauptbestandteil der Muskeln Eiweifbstoffe sind, ware 
natiirlich zu erwarten, daB die gréBten Veranderungen in den letzteren 
vorgehen werden. Wir haben uns als Ziel gesetzt, die Veranderungen 
der KiweiBfraktion bei gew6hnlicher Temperatur (17 bis [8°) und dann 
hei einer niedrigeren (4°) und einer hoheren Temperatur (25 bis 37°) 
zu verfolgen. 

Als Indikatoren, um uns vorderhand tber den Zustand des Eiweil3- 
systems der Muskeln zu vergewissern, haben wir den Gesamtstickstoff, 
den Amino- und Reststickstoff des Fleischauszuges gewahlt. 


1. Die Untersuchungsmethodik. 


Von einem gesunden Tiere wurde sofort nach der Schlachtung ein 
hinteres Viertel, etwa 20 kg an Gewicht, entnommen und in den Aut- 
bewahrungsraum bei einer bestimmten Temperatur gebracht. Nach be 
stimmten Zeiten wurden davon Fleischstiicke zur Analyse entnommen. 
Das Fleisch wurde vom Fett und Bindegewebe befreit, zweimal im Wolt 
zerkleinert und mit der vierfachen Menge Wasser | Stunde in der elektrischen 
Schiittelmaschine extrahiert. Der Auszug wurde durch eine viermal zu 
sammengelegtes Gazetuch filtriert. 


1M. Jacoby, Zeitschr. tf. physiol. Chem. 30. 149. 1900. 
2 R. Chiari, Arch. t. exper. Pathol. 60, 256, 1909;G. D. Bostock, Biochem. 
J. 6. 388, 1912: A. Newherger uc. Reinwein. diese Zeitschr. 2438, 225. 1931. 
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lL. A. Smorodinzew, 


N. W. Schirokow 


u. P.W. Zyganowa: 


Wir bestimmten: 1. den Gesamtstickstoff des Fleisches, 2. die gesamit: 


Menge des wasserléslichen Stickstoffs im Auszug. 3. den Reststickstoff dé 
Auszuges (nach der Entfernung der EiweiBstotte durch Erwarmung im Wasse1 


bad mit | °oig. Kolloid-Eisenlésung) nach Ayeldahl und 4. Aminostickstot: 


nach 


Wir haben mehrere 
durehgefiihrt 
bedeutend sind 
Jedoch, wenn wir die Werte von mehreren Serien zusammentasse! 
der 


ziemlich 
lassen. 


konnen 


NOrensen, 


2. Experimenteller Teil. 


Serien analoger Untersuchungen (bei zehn Tiere: 


und haben festgestellt, da® die individuellen Schwankunge: 


wir klare Gesetzmabigkeiten in 


daher keine 


genaue 


Entwicklung 


des 


SchluBfolgerungen zi 


Prozess« 


feststellen, abhangig von der Autbewahrungsdauer als auch von der Ten 


peratur, bei welcher der Vorgang sich entwickelt. 


Tabelle 


MittelmaBig genadhrtes Tier, Alter 7 Jahre, Temperatur «: 
Autbewahrungskammer 17 bis 18°. Gesamtstickstotf des Fleisches 3,69 ° 





Std. 


Gesamt-N des 
Auszuges 


0,99 
0.97 
O83 
0.81 
0.80 
1,09 
1,16 


Faktoren: 
Koagul.-N Rest-N 
in ' » des Rohfleisches 
0.65 0.34 
0.64 0.33 
0,50 0.33 
0.48 0.33 
0,45 0.35 
0.73 0.36 
0.78 0.38 


0.041 
0,042 
0.053 
0,052 
0.044 
0.049 
0.046 


Aus diesem Beispiel ist zu ersehen, das der Gesarmtstickstotf des Aus 


Zzuges 


und 


N des 


koagulierbaren 
24 Stunden fallen, um am zweiten Tage bis auf 30 bis 40°, 


Eiweibes 


allmahlich in 


den 


nachster 


Zu osteigen 


Der Rest-N bleibt wahrend der ersten 24 Stunden fast auf derselben Holy 
aber um die 48. Stunde steigt er an; was den Aminostickstoff betrifft, so ist 


hier ein Umschwung in der 6. bis 9. Stunde und ein neuer Abstieg am Tage 


schluB zu verzeichnen. 


Tabelle 


Fette Kuh, 7 Jahre alt, Temperatur der Aufbewahrung- 


kammer — 4°. 


Cresamt-N des 


Fleisches 3.71 °,. 








Gesamt-N des 
Auszuges 


1.05 
0,92 
0,95 
1.08 
1.11 
1.06 
1,05 


Faktoren: 


Koagul.-N des 
Auszuges 


in ° 


0.68 
0,58 
O58 
0.65 
0.71 
0.67 
0.66 


Rest-N 


des Rohfleisches 


0,37 
0.34 
0.37 
0.45 
0.40 
0.39 
0.39 


NH,-N 


( )f 4 
0,065 
0,048 
0.055 
O58 
0,052 
0,050 
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Muskelautolyse. 1. 27 


Hier wiederholt sich dasselbe Bild: der Gesamt- und der koagulierbare 
Stickstoff fallt unbetrachtlich um die 24. Stunde und steigt um die 48. Stunde 
in, der Rest-N zeigt eine Steigerung in der 48. Stunde und NH,-N in det 
6. Stunde, mit darauffolgendem Abstieg in den beiden Fallen. Der Kinthubls 
der niedrigen Temperatur auf die absoluten Werte machte sich keineswegs 
bemerkbar, es wird sogar ein gewisses Ansteigen des Rest- und Amino 
tickstoffs bei einer niedrigeren Aufbewahrungstemperatur beobachtet, 
was scheinbar von der Individualitat des Tieres abhangt !. 

Um eine sichere Grundlage fiir die SchluBfolgerungen tiber den Eintlhuls 
der Temperatur auf den Verlauf des Vorganges zu gewinnen, dart das 
Fleisch nur von cdemselben Tiere und von einem bestimmten Bestandte:l 
bet verschiedenen Temperaturen autbewahrt werden. 


Tabelle III. 


Kin siebenjahriges, mittelmaBig genahrtes Tier, Temperatur der Aut 





bewahrungskammer 25°, Der Gesamt-N des Fleisches 3.17). 
Faktoren : 
c Gesamt-N des Koagul.-N des = 
Std \uszuges Auszuges Rest-N NH)-N 
in des Rohfleisches 
1 0.92 0.59 0,33 0.042 
5 0.95 0.59 0.36 0,033 
6 O.S4 0.47 0.37 0.050 
9 0.90 O58 32 O44 
12 0,90 ODS 0.32 0.049 
24 0.81 — 0.048 
48 0.89 - 0.044 
96 1,93 - 0.086 


Die Temperaturerhéhung in der Aufbewahrungskammer um 7 bis S° 
im Vergleich zum Ausgangsversuch ist ohne Belang: das Minimum ces 
(resamt-N im Auszug fallt in die 24. Stunde und stimmt sogar in absoluten 
Werten tiberein, und in der 48. Stunde kommt es zu einem bestiminten 
Anstieg. Der Aminostickstoff zeigt auch in diesem Falle den maximalen 
Wert in der 6. Stunde. mit darauffolgendem Abstieg: eine scharfe Steigerung 
n der 96. Stunde weist auf die beginnende Zersetzung des Fleisches hin. 


3. Zusammenfassung der Ergebnisse. 


Da die Temperatur im Bereich von 8 bis 12° einen ziemlich geringen 
EinfluB auf die Veranderung der von uns gewahliten Anzeiger der Autolyse 
hat, haben wir beschlossen, die Versuchsergebnisse zusammenzutassen, 
indem wir sie in zwei Gruppen bei 4 bis 8° und bei 17 bis 25° einreihten. 
Auf diese Weise versuchten wir, den Eintlu®} der Individualitat des Tieres 
auszugleichen, und es gelang uns tatsdchlich, bestimmte Cesetzmabigkeiten 
m Verlauf der Kurven unserer Bestimmungen aufzutinden. 

Aus der Tabelle IV ersehen wir. dafS die Gesamtmenge des Stickstotfs 
m Auszug (ausgedriickt in Prozenten vom Gesamt-N des Fleisches) bei 


1 Es kann sein, da®B hier die verzégerte Bildung des Zuckers bei 4°, 


der die Fahigkeit, den Aminostickstoff zu binden besitzt. mitsprelt. 
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# bis 8° wahrend 5 Tagen ungefahr aut derselben Héhe bleibt. Bei erhéht: 
Temperatur, 17 bis 25° fallt der N-Gehalt des Auszuges in den erste: 
24 Stunden, und dann wird ein Anstieg bis zu 20°) um die 48. Stunde un 
eine scharfte Steigerung um die 72. Stunde anlaBlich der beginnenden Ze) 
setzung festgestellt. 

Der Rest-N erreicht bei der niedrigen Temperatur den maximalen We; 
in der 24. bis 48. Stunde, woraut er wieder sinkt; bei erhéhter Temperat) 
steigt der Rest-N dauernd an und dabei bedeutend schneller als bei 4 bis s 
Die Speicherung des Aminostickstoffs ist ganz unbedeutend: | bis 1.5 
vom Gesamt-N des Fleisches. mit einem bestimmten Maximum in «kh 
6. Stunde in den beiden Fallen. 

Der EintluB der Temperatur bleibt gewissermaBen paradox: alle Art: 
von Stickstoff zeigen in den ersten 24 Stunden bei niedrigen Temperatur 
etwas gréBere Prozente als bei erhéhten. 


Tabelle IV. 
Stickstoffgehalt in Prozent des Gesamtstickstoffs des 


Fleisches. 








Temperatur 4—s* Temperatur 17—25 
Std . Stickstoff . Stickstoff 
Gesamt- - . . (resamt- - 
Srin im Rest-N Amino-N gq.) ‘ im Rest-N Amir 
Stickstoff Auszuge Stickstoff Auszuge 
I 3,17 26.45 8.57 1,27 3.19 25,12 7.75 1.16 
6 26,65 5.3 1,58 23,73 8.77 1.58 
24 26,93 9,2 1,42 23,4: 9,18 1,50 
48 27,10 9,29 1.44 27,5 9.24 1.36 
72 27.31 8.51 1,55 38,03 9,56 1,57 
120 26,36 8,79 1,53 


) 


Aus der Tabelle V ist zu ersehen, da®B bei 17 bis 25° der Gesamtstickstot! 
des Auszuges in der 6. Stunde auf Kosten einer bedeutenden Verminderuny 


des koagulierbaren N sinkt: bei 4 bis 8° fallt der Gehalt an koagulierbarem N 
ebenfalls, spéater jedoch, namlich in der 24. bis 48. Stunde und zweima 
langsamer als bei IS bis 25° so dal der EintluB dieser Senkung auf de: 
Gésamtstickstoffgehalt des Auszuges, der bei niedriger Temperatur Ww 
unterbrochen und ein wenig ansteigt, ausbleibt (Tabelle VI). 


Tabelle V. 
Der koagulierbare, der Rest- und der Aminostickstoff in 
Prozent des Gesamtstickstoffs des Auszuges. 








Temperatur 4—8°® Temperatur 17—25° 
Std. Gesamt-N Gesamt-N 
des Koagul.-N) Rest-N) Amino-N des Koagul.-N = Rest-N | Amir 
Auszuges Auszuges 
1 0,93 62,83 !' 37,17 4,78 0,90 65.40 34.60 4,50 
6 0.94 62.93 37,07 5.94 0,83 57.18 42.82 5.83 
24 0.95 60,59 39.41 5.26 0.82 56.03 43.97 5.55 
48 0.95 60,44 39,56 5,30 0,97 64.96 35.04 4.95 


72 0.96 61,20 38.80 5.80 1.34 71.25 28.75 3,60 
120 0,93 61,08 38,92 3.79 -- 
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Tabelle 


Vi. 
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Gesamtstickstoff des Auszuges. 
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In mg- In der Werte r1.8 i 
=I 1. Wemeenees ee 
Temp. 4—8 Temp. 17-25 Temp. 4—8 Femp. 17—2 
1 930.1 GO3.9 100 100 
6 936.9 S54, 1 100.7 92.28 
24 946.7 $24.3 LOLS 91,19 
4s 952.8 9695 102.4 107.3 
72 960.2 1337.9 103,2 148.0 
120 926.9 99.61 - 


Bei 17 bis 25° sind wahrend der ersten 24 Stunden dic 
vom Gesamt-N des Auszuges niedriger als bei 4 bis 8°, 
Rest- und des Aminostickstoffs bleiben immer zuriick. 
koagulierbaren N ist zu Anfang bei hoher Temperatur gréber. 
48. Stunde an wird sie auch in absoluten Werten gréer 


erreicht, und im allgemeinen 


bleibt 


bis 5.9 »* des Gesamt-N des Auszuges (Tabelle V und Vi ). 


als 
Der Héchstwert des Aminostickstoffs wird in beiden Fallen in der 6. 


absoluten Wert 
und die Prozente des 
Nur die Menge des 


Von det 
bei 4 bis 5°. 


Stunde 


seine Menge in den Grenzen von 3.6 








Tabelle VII. 
Der Reststickstoff. 
In mg In der Werte der 1. Stur 
Std. — _- — - 
Temp. 4—8 Temp. 17—25 Temp. 4—8 Temp. 17—2 
1 345,72 312.81 100 100 
6 347.35 357,18 100.5 114.2 
24 373.1 368,37 108.0 117.8 
48 3771) 372,76 109.0 119.2 
72 372.62 354.4 107.8 122.9 
120 360.0 104.4 ‘ 


Aus der 


abzusinken. 


Auf die Entwicklung von NH,-N hat die Temperatur 


Tabelle VIL ist ersichtlich. daB bei 17 bis 
dauernd und dabei schneller steigt als bei 4 bis 8°. 
er den Hoéchstwert in der 48. Stunde. um dann vom 3. 


25° der Reststickstott 
Im letzteren Falle erreicht 


5. Tage etwas 


kaum einen 


Eintlub, und der Héchstwert von 20°, wird in beiden Fallen in der 6. Stunde 


erreicht (Tabelle VIII). 
Tabelle VIII. 


Aminostickstoft. 








In mg I ler Werte der 1.8 
Std es ite eae a 
Temp. 4—8 Ter 17—25 Temp. 4—8 Temp. 17 
1 44.48 40,72 100 100 
6 55.66 45,64 119.5 119.4 
24 49.80 45,76 111.9 112.4 
48 59,50 47,80 113.5 117.4 
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Um die individuellen 


N. W. Schirokow u. 


Schwankungen auszugleichen, errechneten 


P. W. Zyvganowa: 


wil 


die WKoeffizienten des Verhaltnisses von NH,-N zum Gesamt-N und vor 
NH,-N zu Rest-N und fanden, dai die minimalen Werte dieser Koeftizienten 


in die 1. 


zu verzeichnen ist (Tabelle IX und X). 


Tabelle 


IX. 


Stunde fallen, so daB in diesem Moment eine scharfe Wendung 


Verhaltnis des Aminostickstoffs zum CGesamtstickstoff. 





Std. Temp. 3-8 
1 0.04782 

6 0.05941 
24 0.05269 
48 0 05300 
72 0.05830 
120 0.05812 


Ter 


Tabelle X. 


Aminostickstoftf 


np. 17-25 


0,04505 
0.05831 
0.05550 
0.04931 
0.03601 
0.07432 


Ss Zum 


Mittelwert fiir all 
Temperaturen 


0.04646 
OO5889 
0.05395 
0.05114 
0.04896 
0.06425 


Reststickstoft. 





Verhaltnis des 

Std Temp. 3—s° 

1 0.1287 

6 0.1693 

24 0.1335 

48 0.1340 

72 0.1495 

120 0.1488 


0.1302 
0.1362 
0.1251 
0.1345 
0,1252 


4. Zusammenfassung. 


Mittelwert fiir alle 
remperaturen 


0.1294 
0.1481 
0.1277 
0.1542 
0.1412 


Bei den Versuchen mit niedriger und hoher Temperatur bestelit 


keine bedeutende Differenz 


stickstoffs im Auszug. 


in den ab 


soluten 


Werten 


des Gesamt 


Bei niedriger Temperatur verandert sich der Gesamtstickstoff 
des Auszuges in hundertstel Prozent, bei hoher Temperatur in zchnte! 


Prozent (48. Stunde). 


Bei Aufbewahrung bei niedrigen als auch bei hohen Temperaturen 
volizieht sich im Fleisch eine unbedeutende Steigerung des Auszug 


Gesamtstickstoffs. 


Die Steigerung des Reststickstoffs erfolgt wahrend der ganze: 
Versuchsdauer; dabei lauft die Kurve des Reststickstoffs in Versuchen 
bei hohen Temperaturen etwas héher als bei niedrigen Temperature: 
Die Kurve des Aminostickstoffs bei der Temperatur (4 bis 8°) verlautt 
mit der Temperaturkurve (17 bis 25°) fast synehron. 

Der Anstieg der Aminostickstoffkurve ist bei der Temperatur 17 
his 25° héher als bei der Temperatur 4 bis 8°. Der EinfluB der Temp: 
ratur auf die Speicherung des Aminostickstoffs auBert sich in der 
24. Stunde. Die Senkung des Aminostickstoffs fallt mit einer gewisse 
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Krhéhung der Reduktionsfahigkeit des Auszuges zusammen. Die abso- 
ite Menge des Aminostickstoffs ist unbedeutend. 

In den wasserigen Fleischauszug gehen wahrend der ganzen Beob 
ichtungsperiode, unabhangig von der Aufbewahrungstemperatur, fast 


die gleichen Stickstoffmengen tiber: der Gesamtstickstoff des Auszuges 


liegt etwas héher als 25°,, des Gesamtstickstoffgehaltes des Fleisches. 
Der Reststickstoff bleibt unter 10°,, und der Aminostickstoff erreicht 
nur | bis 1.5°,,. Die scharfe Stickstofferh6hung des Auszuges (bis 38°) 
weist auf die beginnende Zersetzung des Fleisches hin. 

Was die Verteilung des Stickstoffs in den Fraktionen des Auszuges 
selbst betrifft, so entfallt von * ; bis ?, auf den koagulierbaren N und 
von *, bis ', auf den Reststickstoff; der Aminostickstoff macht nur 
5°,, vom Gesamt-N des Auszuges aus. Die Temperatur hat fast keinen 
KinfluB auf die Stickstoffverteilung. | Selbstverstandlich setzt die 
Zersetzung des Fleisches bei 17 bis 25° friiher als bei 4 bis 8° ein und 
iuBert sich in einer bedeutenden Erhéhung des koagulierbaren Auszug- 
stickstoffs, aber sie bleibt ohne jeglichen EinfluB auf den Rest- und 
Aminostickstoffgehalt des Auszuges. 


Schlubfolgerung. 


1. In den wasserigen Fleischauszug gehen bis zum Beginn det 
Fleischzersetzung (dritter Tag bei 25°) etwa 25°, des Gesamtstickstoffs 
des Fleisches tiber. 

2. Die Menge des Reststickstoffs des Auszuges schwankt in den 
Grenzen von 8 bis 9°,, des Gesamtstickstoffs des Fleisches, unabhangig 
von der Aufbewahrungstemperatur. 

3. Auf den Aminostickstoff des Auszuges fallt nur 1 bis 1,5 
des Gesamt-N des Fleisches und etwa 5°, des Gesamt-N des Auszuges: 
fast die gleichen Mengen bei niedriger und bei hoher Temperatur. 

4. Etwa ? , vom Gesamtstickstoff des Auszuges besteht aus N-Ver- 
bindungen, die mit kolloidalem Eisen bei Erhitzung im Wasserbad 
koagulierbar sind. 

5. Beiallen Temperaturen ist nach einem geringen Abstieg in der 6. bis 
24. Stunde eine Steigerung des Gesamt-N in der 48 Stunde zu verzeichnen. 

6. Der minimale Wert des koagulierbaren N des Auszuges fallt 
bei allen Temperaturen in die 6. bis 24. Stunde. 

7. Der Héchstwert des NH,-N fallt bei allen Temperaturen in die 
6. Stunde. 

8. Die Aufbewahrungstemperatur ist auf den Verlauf der NH,-N 
Kurven fast ohne Belang. 

9. Die Kurve des Auszug-Reststickstoffs bei 17 bis 25° folgt dem 
Laufe der Kurve bei 4 bis 8°, liegt aber bedeutend héher als die letztere. 
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Gesamtfarbstoff und Bilirubin 
im normalen menschlichen Blutserum. 


(Ein Beitrag zur spektrophotometrischen Bestimmung der Serumfarbstoffe.) 


Von 
4d. R. Peter. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Basel.) 
(Eingegangen am 20. April 1933.) 


Mit 2 Abbildungen tm Text. 


Ausgangspunkt der vorliegenden, im Friihjahr 1931 begonnenen 
Arbeit! waren die spektrophotometrischen Messungen, welche di 
amerikanischen Autoren F.C. Mann. Ch. Sheard und Mitarbeiter an 
Serumextrakten von Mensch und Hund zum Zwecke der Serum- 
bilirubinbestimmung ausgefiihrt haben. Sie kam zustande auf Ver- 
anlassung von Prof. F. Verzar, der fiir die von ihm in Aussicht ge- 
nommenen Untersuchungen tiber die Beziehungen zwischen Serum. 
bilirubinspiegel und Erythrocytenneubildung im Hochgebirge? eine 
geeignete Bilirubinbestimmungsmethode benétigte und mir die Aufgal» 
iibertrug, das von den amerikanischen Autoren gegebene Verfahren 
zu iiberarbeiten mit dem Ziele der Schaffung einer fiir seine Zweck: 
hinsichtlich Genauigkeit und Zuverlassigkeit hinreichenden Method: 

Mann, Bollmarn und Magath (1) (2)(3) beobachteten beim Hund 
extrahepatische Bilirubinbildung. Nach vollstandiger Entfernung cde! 
Leber tritt im Harn und Plasma ein gelbes Pigment auf, dessen Menge 
Plasma bis zum Tode des Tieres zunimmt. Das Pigment gibt die ver 
schiedenen Reaktionen des Bilirubins, darunter die .,direkte Reaktiv: 
nach Vanden Bergh. Die Identitat dieses Farbstoffes mit Bilirubin suchte 
sie in einer weiteren Arbeit (4) noch bestimmter zu beweisen, als es ili 
Ansicht nach auf Grund der bekannten chemischen Farbenreaktionen «wi! 
Bilirubin méglich war. Als unabhangiges zweites Identifizierungsvertahrv: 
benutzten sie die Spektrophotometrie und verglichen die Form der Absor) 


! Uber die im Gange befindliche Arbeit habe ich in der ..Freien V: 
einigung schweiz. Physiologen** zwei Referate gehalten, deren Ausziige 
der Schweiz. med. Wochenschr. 62, 264 u. 1044, 1932, erschienen sind. 

2 Siehe diese Zeitschr. 257, 113, 1933. 
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onskurven der alkoholischen Serumextrakte mit der Form der an Crallen- 
erdiinnungen bestimmten Absorptionskurven und die Betrage der Licht 
ibsorption im Blau mit den Van den Bergh-Werten. Der so getiihrte 
[dentitatsnachweis war unvollkommen. Wohl! wegen Triibung der LOsungen 
vurden im gelben und roten Teile des Spektrums nur Lichtdurchtissig- 
ceiten von etwa 70°,, bei Lem Schichtdicke erreicht. Eine Umrechnung 
jer in Prozenten gegebenen Lichtdurchlassigkeiten ertolgte nicht; letztere 
wurden eintach als Funktion der Wellenlange aufgezeichnet. 

Durch Vervollkommnung ihrer spektrophotometrischen  Methode 
setzten sich die amerikanischen Autoren instand, ihre weiteren Arbeiten 
iber ..den Ort der Bilirubinbildung** beim Hunde in Angriff zu nehmen, 
welche die vordem nicht moglich gewesene Bestimmung der sehr kleinen 
Bilirubinmengen im fast farblosen Hundeserum  erforderten. Die Be- 
stimmungen wurden hier (5) (und in den folgenden Arbeiten) im Serum, 
nicht im Plasma, ausgeftihrt; die Fallung des Serumeiweibes ertolgte 
nicht mehr durch Alkohol, sondern durch ein Gemisch von drei Teilen 
Alkohol und einem Teil Aceton, aber noch im gleichen Verhaltnis von 
zwei Teilen Lé6sungsmittel auf einen Teil Serum. Der Eiweilsjniederschlag 
wurde nach zweisttndigem Stehen bei niedere1 Temperatur durch Zentri- 
fugieren abgetrennt. Auf diese Weise wurden relativ klare Losungen er- 
halten, die im 10-em-Rohr 84 bis 96°, Licht durchlieBen. In weiterer 
Verfeinerung threr spektrophotometrischen Bestimmungen erreichten Jann, 
Sheard und Mitarbeiter in ihrer nachsten Arbeit (6) tiber ..die Bildung des 
Grallenpigmentes aus Hamoglobin* Lichtdurchlassigkeiten im Gelb und Rot 
von 96 bis 100°... Zwei weitere Arbeiten von Ch. Sheard, BE. J. Baldes und 
J.L. Bollmann (7) (8) sind ausschlieBlich der Methodik der spektrophoto- 
metrischen Bilirubinbestimmung gewidmet und dem Nachweis der Identitat 
von gereinigtem Bilirubin, Gallenfarbstoff (in Verdiinnungen von Calle 
spektrophotometriert) und Farbstoff von Plasma und Serum. Auch in 
diesen Arbeiten werden keine ,,typischen Farbkurven*’ gegeben, auch 
nicht Extinktionskurven. In der letzten! mir bekannten Publikation 
aus dem Kreise der genannten Autoren wird von Th. Lb. Magath und 
Ch. Sheard (9) die spektrophotometrische Methode auf menschliches Blut- 
serum angewendet. wozu sie die Zusammensetzung des LoOsungsmittels 
auf 4 Vol. Alkohol zu 1 Vol. Aceton abandern und = eime Serum 
verdiinnung von 10 oder 20 Vol. Lésungsmittel auf 1 Vol. Serum benutzen. 
Sie finden volle Ubereinstimmung in den Lichtabsorptionskurven der 
Extrakte aus Seren von Gesunden, Anamischen und = Crelbstichtigen 
mit den <Absorptionskurven von = Galleverdiinnungen und  Losungen 
von gereinigtem Bilirubin. In dieser Arbeit machen sie auch zum ersten 
Male Gebrauch vom Lambert-Beerschen Gesetze, dessen Criiltigkeit sie 
friiher (7) (8) bewiesen hatten. zur Berechnung relativer Bilirubinmengen. 
wozu sie eine willkiirliche Einheit festsetzen. 

Die spektrophotometrische Methode der Bilirubinbestimmung, 
wie sie von den amerikanischen Autoren ausgebildet worden war, 
muBte prinzipiell fiir die von Prof. F. Verzdr beabsichtigten Unter- 
suchungen geeignet erscheinen, denn sie gab die Moéglichkeit, eine 
eventuelle Stérung des Blutfarbstoffabbaues, das Auftreten von 


1 Abgesehen vom Referat eines Vortrages (10). Vel. Fubnote der 
folvenden Seite. 


WQ* 
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Zwischenprodukten des Abbaues vom Hamoglobin zum Bilirubin od 
von Produkten des weiteren Abbaues des Bilirubins, qualitativ w 
quantitativ zu erfassen. 

Diesem Vorteil standen jedoch Zweifelin die Zuverlissigkeit der Met hou 
gegentiber. Aus den Arbeiten von Vanden Bergh und Mitarbeitern (11) (12 
ist bekannt, dali im menschlichen Serum neben Bilirubin auch wechseln 
Mengen von Lipochromen hauptsachlich Carotin vorkommen. Nac! 
den Erfahrungen von Vanden Bergh (13), welcher nach der Extrakti 
des Serums mit Alkohol aus dem dabei ausgefallten Eiweil weder 1 
Chlorotorm noch mit anderen organischen L6sungsmitteln weitere Far! 
stoffmengen ausziehen konnte, miiBte von diesen Lipochromen alles ode: 
wenigstens der Hauptteil sich im = Alkohol-Acetonextrakt des Serum 
finden. Dem entgegen finden Magath und Sheard volle Ubereinstimmuny 
der Absorptionskurven ihrer Serumextrakte mit denjenigen von L6sunge 
reinen Bilirubins. Méglicherweise trifft auch auf ihr spektrophotometrische- 


Verfahren die Bemerkung zu, die Vanden Bergh und Snapper schon 1913 


beziiglich der spektroskopischen Identifizierung gemacht haben. dab de: 
sonst leichte Nachweis der Carotinoide sehr schwierig oder direkt unmdéglic! 
werde, wenn Bilirubin zugegen sei, und daB dies wahrscheinlich der Grund 
gewesen sei, dali deren Gegenwart im Serum manchen Untersuchern ent 
gangen war. Ein weiterer Umstand, der die Einschatzung der Methock 
ungiinstig beeinflussen mubte. war die 1931 erfolgte Entdeckung vor 
L. Heilmeyer (14)*, die kurz darauf von P. Miller und L. Engel (15) by 
stitigt wurde, daB die sogenannte Endabsorption, die Bilirubin in organ: 
schen Lésungsmitteln zeigt. in Wirklichkeit eine wohlumschriebene Absor; 
tionsbande mit dem Maximum der Absorption bei 450 my darstellt. Dies: 
allerdings im Spektroskop nicht und im subjektiven Spektrophotomete: 
schwer erkennbare Absorptionsbande hatten Sheard und seine Mitarbeite: 
nicht als solche erkannt. 

Um der angegebenen Vorteile willen wurde nun fiir die eingangs 
erwaihnten Untersuchungen die Methode der Amerikaner, in wesentlic!: 
abgeinderter Form, angewendet: sie besa} jedenfalls ihren Wert als 
Verfahren zur Bestimmung und Beurteilung des Gesamtfarbstoffs des 
Serums. Sie wurde aber kombiniert mit einem ebenfalls spektrophoto- 
metrischen, eigentlichen Bilirubinbestimmungsverfahren, das, wie di 
Methode von Van den Bergh (13) auf der Ehrlichschen Diazoreaktion 
beruht. Ein derartiges spektrophotometrisches Verfahren war seit 
den Arbeiten der Amerikaner von L. Heilmeyer und W. Krebs (16 
angegeben und spiter auch von P. Miiller und L. Engel (17) verwendet 
worden und brauchte fiir unsere Zwecke nur umgearbeitet zu werde! 
Die kolorimetrische Methode von Van den Bergh selbst wurde als dritt: 
Methode vergleichsweise ebenfalls angewandt. Sie erlaubte weg 
ihrer Verbreitung in klinischen Kreisen einen direkten Vergleich de 


* Nach dem Referat eines am XIII. Physiologenkongrels gehaltene 
Vortrages wurde schon vorher von Sheard und Davis (10) durch Ult 
violettspektrographie ein Absorptionsmaximum bei 432 mu festgestellt 
Bilirubin, gelést in Natronlauge. und fiir Bilirubinnatrium, gelést in Seru 
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su ermittelnden Werte mit den bisher beim Gesunden und Kranken 
vefundenen Serumbilirubinmengen und deren Schwankungen, erschien 
iber fiir eine alleinige Anwendung zu wenig genau und zuverlassig, 
schon weil die normalen Serumbilirubinwerte nur wenig tiber der 
unteren Grenze des MeBbereiches dieser Methode liegen. 

Die Untersuchungen von Prof. F. Verzdr sind inzwischen in drei 
Forschungsexpeditionen auf dem Jungfraujoch durchgefiihrt und ihre 
Ergebnisse bereits veréffentlicht worden (18). Der vorliegenden Arbeit 
ist vorbehalten geblieben die Beschreibung der genannten, an der 
zweiten und dritten Expedition zur Anwendung gekommenen Serum- 
farbstoff- und Serumbilirubinbestimmungsmethoden und ihre Gegen- 
iberstellung, die mit dem Ziele erfolgt, den oben gekennzeichneten 
Gegensatz in den Ergebnissen der Amerikaner und von Van den Bergh 
aufzukliren. Das reiche Versuchsmaterial erlaubt dariiber hinaus eine 
weitergehende Analyse der Absorptionskurven und Angaben tiber die 
Konzentrationswerte von Gesamtserumfarbstoff und Serumbilirubin. 

Wahrend die Arbeit in Austiihrung begriffen war. wurde die Frage 
ler Zusammensetzung des Serumtarbstotfs von L. Hetlimeyer einerseits 


und von P. Miller andererseits behandelt in Arbeiten, die alle sich aut die 
Spektrographie des Serums selbst griinden und zu gegensatzlichen Resultaten 
getthrt haben. Willer und Engel (19) schreiben in einer ersten Arbeit cic 
Farbe des Serums hauptsachlich seinem Bilirubingehalt zu; in einer spateren 
Arbeit behauptet P. Miller (20) umgekehrt, es seien hauptsachlich die 
Lipochrome und Héamoglobin, welche die Farbung des Serums veru 
sachten, wahrend Bilirubin eine untergeordnete Rolle spiele und auch 
fehlen kénne. Demgegeniiber vertreten Heilmeyer und Toop (21) die Aut 
fassung, daB als wesentlicher Trager der Serumfarbe das Bilirubin an 
zusehen sei. 


Methodik und experimenteller Teil. 
A. Herstellung und Spektrophotometrie des alkoholischen Serumeaxtraktes, 


Die Blutentnahme zu den Serumtarbstoff- und Bilirubinbestimmungen 
erfolgte vormittags, niichtern, aus einer Ellbogenvene: Menge 15 bis 20 ccm. 
Nach halbstiindigem Stehen im Zentrifugenglas im Dunkeln wird das 
geronnene Blut mit einem Glasstab vorsichtig von der Wandung des Clases 
gelést und !', Stunde scharf zentrifugiert. Das erhaltene Serum wird 
noch zweimal je etwa '/, Stunde zentrifugiert. 

Herstellung und Klarung des alkoholischen Serumextraktes: 5 c¢em 
hamoglobinfreies Serum werden in 25cem frisch destillierten, 96°, igen 
Alkohol einlaufen gelassen, die Mischung gut umgeschiittelt und nach 
5 Minuten, vom EingieBen des Serums an gerechnet, fiir 10 Minuten auf 
die Zentrifuge gesetzt. Nach dem Zentrifugieren wird die iiber dem EBiweil 
sediment stehende. schwach tribe alkoholische Lésung in einen Matb}- 
kolben zu 50cem dekantiert, der Niederschlag im Zentrifugenglas mit 
l0cem Alkohol aufgeriihrt und die Suspension durch einen Jenaer Filter- 
tiegel 1 G3 an der Wasserstrahlpumpe in den Mabkolben tiltriert. Der 
EiweiBriickstand im Filtertiegel wird nochmals mit Alkohol durchgewaschen ; 
dann folgt Auffiillen mit Alkohol bis zur Marke. Das Serum ist demnach 
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auf das Zehntache verdiinnt worden. Zur Klarung wird die noch triibe L6su: 

10 Minuten in Eiswasser gestellt, dann 5 Minuten zentrifugiert und sofor: 
hernach durch einen Gilasfiltertiegel | G4 unter Anwendung von etw 

1/, Atm. Uberdruck hindurchfiltriert. 

Die ganze Aufarbeitung wird méglichst unter LichtabschluB durc!} 
gefiihrt und dauert nicht mehr als 1 Stunde. Die alkoholische Lésung i- 
vollig klar, auch wenn das Serum geringe Mengen Hamoglobin enthalten hat 

An der dritten Jungfraujochexpedition wurden die Bestimmungen mit 
3cem Serum bei entsprechender Anderung der iibrigen Mengenverhaltnis- 
der obigen Vorschrift durchgefiihrt. Die Filtrationen durch die Filte: 
tiegel | G3 erfolgten ebenfalls unter Uberdruck. 

Unmittelbar nach der Herstellung des Serumextraktes wird seit 
Lichtabsorption bestimmt. Als Spektrophotometer wurde der ,.Colo: 
Analyzer’ von Keuffel und Esser, Modell E, verwendet. Der Apparat. 
der einen waihrend des Rotierens verstell- und ablesbaren Sektor besitzt. 
ist beschrieben in den Arbeiten der eingangs zitierten amerikanischen 
Autoren und in ,.The Determination of Hydrogen lons** von W. MM. Clar! 
(3. Aufl.). Anfangs (Versuche der zweiten Jungfraujochexpedition) wurd: 
mit einer Spaltbreite von 0,4 mm, spater mit einer solchen von 0,2 mn 
gearbeitet. Als AbsorptionsgefiBe wurden kittfreie Kiivetten nac! 
G', Scheibe (22) verwendet. Alle Messungen erfolgten im 10-cm-Rohr. 

Die Umrechnung der am Sektor abgelesenen prozentualen Licht 
durchlassigkeiten in Extinktionen bzw. Extinktionskoeffizienten erfolgt 
auf Grund des Gesetzes von Lambert nach der Formel 


— log = se E,= e,-d, 
worin H die Lichtdurchlassigkeit in Prozenten von derjenigen des reinen 
Lésungsmittels bedeutet, 2 die daraus berechnete Extinktion, d die Schicht 
dicke, e der Extinktionskoeffizient, d.i. die Extinktion pro lem Schicht 
dicke. 

Wird die Lichtabsorption durch einen einheitlichen Farbstoff bewirkt 
so errechnet sich dessen Konzentration in der Lésung aus der Extinktion 
auf Grund des Beerschen Gesetzes nach der Formel Ej Ky .c.d, worin 
ec die Konzentration, in dieser Arbeit immer in Milligrammprozenten gegebe: 
K die nur von der Wellenlinge / abhangige ,,Absorptionskonstante** ist. 
d.i. die Extinktion fiir lem Schichtdicke und die Konzentration 1. in 
dieser Arbeit also 1 mg-°%%. 

Wie aus Abb. 1 zu ersehen ist, lassen die alkoholischen Serumextrakt: 
im Gelb und Rot beinahe alles Licht durch; die Lichtdurchlassigkeit betray 
95°, und mehr, bis 100°,. Es zeigte sich, daB die in diesem Bereich noc}; 
bestehenden Schwankungen der Extinktionswerte, soweit sie die Fehle 
grenze der Bestimmungen (+ 2°, Lichtdurchlassigkeit) iibersteigen, zum 
geringeren Teil auf geringste Triibungen in den Lésungen, zum andere! 
weitaus gréBeren Teil auf geringe UngleichmaBigkeit in der Beleuchtuny 
der beiden Spalthalften zuriickzufiihren ist. Die letztere Ursache lie® ic! 
durch Leerbestimmungen jedesmal feststellen. UngleichmaéBigkeit in de! 
Spaltbeleuchtung beeinfluBt alle gemessenen Lichtdurchlissigkeiten 1: 
gleichen Verhaltnis, so da durch eine Verschiebung der Extinktionskury: 
dieser EinfluB eliminiert werden kann. Auf die gleiche Weise kann aly! 
auch, wie weiter unten gezeigt werden soll, die Wirkung geringer Triibung 
der Lésungen beseitigt werden. Nach Elimination der Einfliisse der wu: 
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sleichen Spaltbeleuchtung ergeben sich fiir die alkoholischen Serum- 

xtrakte Lichtdurchlassigkeiten im Gelb und Rot von gegen 100°,. in 
( bereinstimmung mit der Extinktionskurve des Bilirubinnatriums, dessen 
\bsorption in diesem Spektralbereich nach meinen Bestimmungen weniger 
als 0,5° 9 der maximalen bei 450 mu ausmacht. 

Bei den Kurven der Tabelle II], 1V. V habe ich, zum leichteren Vergleich 
der Extinktionskurven der Serumextrakte mit der des Bilirubinnatriums, 
die Verschiebung der Serumextraktkurven so vorgenommen, dal der 
Mittelwert der Extinktionen einer Kurve bei 560, 580, 600, 660, 680 mu 1°o 
der maximalen Extinktion bei 450 mu betrigt. Voraussetzung fiir diese 
Art der Kurvenverschiebung ist die Annahme. daB es sich im Serumextrakt 
um einen einheitlichen Farbstotf oder ein konstantes Stoffgemisch handelt. 
Unter der Annahme, dieser Farbstoff sei Bilirubin, wurde die Verschiebung 
auf den angegebenen Betrag gewahlt. Sofern diese Voraussetzung nicht 
zutrifft, fallen diese geringen, innerhalb der Fehlergrenzen der Bestimmungen 
liegenden willkiirlichen Verschiebungen fiir den Ausfall des Vergleiches 
nicht ins Gewicht, wohl aber sind sie vom Vorteil fiir den positiven Fall. 

Die Mittelwerte der im Gelb und Rot gemessenen Extinktionen sind 
in der untersten Zeile der Tabelle [11 unter der Bezeichnung e&,, angegehen. 


Diskussion der Methode. 


1. Das Extraktionsmittel. Die Criinde fiir die Wahl des Athylalkohols 
waren: Hoher Reinheitsgrad des Handelsproduktes, Ultraviolettdurch- 
lassigkeit, hoher Siedepunkt, der beim Arbeiten mit den Scheibekiivetten 
sehr angenehm und im iibrigen fiir das beschriebene Aufarbeitungsverfahren 
unerlaBlich ist. Durch die chemische Einheitlichkeit ist die bei einem 
Losungsmittelgemisch bestehende Mdéglichkeit einer Veranderung der 
Zusammensetzung wahrend der Aufarbeitung infolge ungleicher Ver- 
dunstung der Komponenten vermieden. 

2. Unhbestindigkeit der alkoholischen Lésung. Sheard, Baldes, Mann 
und Bollmann (7) (8) haben gezeigt, da Lésungen von reinem Bilirubin 
in Alkohol-Aceton und mit Alkohol bzw. Alkohol-Aceton hergestellte 
Galleverdiinnungen beim Stehen eine Abnahme der Lichtabsorption auf- 
weisen, die zuerst rascher, dann — nach 6 bis 10 Stunden langsamer 
verlauft. Der zeitliche Verlauf dieser Abnahme ist qualitativ in beiden 
Fallen nahezu derselbe; quantitativ treten Unterschiede schon hei Ver- 
diinnungen von Gallen verschiedener Hunde zutage. Die Autoren folgern, 
daB zur Erzielung vergleichbarer Werte eine spektrophotometrische Messung 
der fertiggestellten Serumextrakte nicht vor Ablauf von 8 bis 10 Stunden 
vorzunehhmen ist. Die Anwendung eines derartigen Bestimmungsverfahrens 
ist offenbar, wie es bei ihren Untersuchungen auch der Fall war, auf gleich- 
zeitige Bestimmungen am gleichen Versuchsobjekt beschrainkt. Fur Be- 
stimmungen an verschiedenen Seren fordern sie selbst mdéglichst rasche 
Aufarbeitung und Messung. An den nach meiner Methode hergestellten 
alkoholischen Extrakten menschlicher Seren habe ich wohl auch eine 
Abnahme der Lichtabsorption beim Aufbewahren bei Zimmertemperatur, 
auch im Dunkeln. festgestellt. Ihr Betrag ist aber bedeutend geringer, als 
von Sheard und Mitarbeitern an Galleverdiinnungen und reinen Bilirubin- 
losungen gefunden wird. In keinem Falle meiner Serumbilirubin- 
bestimmungen habe ich nach der! , bis 1 Stunde dauernden Aufnahme der 
Absorptionskurve eine Abnahme der maximalen Extinktion bei 450 mu 


feststellen kénnen, die itiber den Fehlerbereich von 5°, der Extinktion 
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hinausging. Tabelle | enthalt Beispiele, bei denen die Abnahme der Lich: 
absorption tuber langere Zeit verfolgt wurde. Der mittlere Stundenwe: 

der Abnahme iibersteigt 1°, nicht. Es erscheint demnach unser Verfahre: 
der sofortigen spektrophotometrischen Messung der Lésung direkt nai 

der Aufarbeitung des Serums gerechtfertigt, ein Verfahren, das alle 

Absolutwerte zu geben imstande ist. Es liefert reproduzierbare Wert; 

z. B. wurde bei der ersten Aufarbeitung eines Serums £5) Zu 0.595 bestinuns 
(die aus dem Extrakt hergestellte Azolésung ergah Es, = 0.57): die zweit: 

anschlieBend erfolgende Aufarbeitung des gleichen Serums ergab Fy.) —— 0.5» 
(Azolésung Ese = 0.57). 

Kine gréBere Unbestandigkeit als von den amerikanischen Autore) 
angegeben habe ich dagegen beobachtet bei alkoholischen Serumextrakten 
die mit dem gefallten EiweiB noch in Beriihrung blieben (vgl. Tabelle | 
und habe daher bei der Ausarbeitung der Methode auf rasche Beseitigung 
der Fallung gesehen. 

Tabelle I. 
Abnahme der im alkoholischen Serumextrakt bestimmten 
Extinktion E45». 





Aufbewahren des Aufbewahren des Aufbewahrer 

fertigen alkoholischen iiber der Eiweibfallung des 
si ; E450 ‘xtraktes stehenden alkoholischen Serums im 
Serum von || anfangswert Satesttos Extraktes Kiihlschrank 
E450 Std. E350 Sta. Ey5 Std 
F. Ab. 1,96 1,79 23 1.21 19 1,90 93 
M. Ro. 1,30 1,21 14 0,69 19 1,32 34 


3. Das Auswaschen des Eiweifbniederschlags. Es erlaubt, die Voll 
staindigkeit der Farbstoffextraktion festzustellen — das letzte Filtrat muti 
farblos sein —, sowie aus der Farbung des trocken gesaugten Eiweifnieder 
schlags Riicksehliisse auf das verwendete Serum zu ziehen. Wahrend 
normale Seren weife Eiwei®Btallungen liefern, geben z. B. hamoglobin 
haltige Seren gelbliche bis braune Niederschlige. Versuche, durch weitere 
Extraktion der Eiweiffallung im Filtertiegel mit Alkohol, Aceton, Chloro 
form noch etwa vorhandene Farbstoffe auszuwaschen, verliefen negativ. 

Es ist deshalb bei Bestimmungen an normalen Seren das Auswaschen 
des EiweiBniederschlags zum Zwecke der vollstandigen Farbstoffextraktion 
unnotig. Verzichtet man daher auf die Beurteilung von Farbstoffentzuy 
und Eiwei®fallung, so laBt sich folgende Modifikation der beschriebenen 
Methode anwenden: 

Man fallt 5cem Serumim 50-cem-Maiikolben mit Alkohol, fillt zur Marke 
auf, zentrifugiert 10 Minuten lang, dekantiert die tiberstehende = triihe 
Lésung und geht zum angegebenen KlarungsprozeB iiber. Man erhalt 
so gute Ubereinstimmung mit den nach der urspriinglichen Methode ge- 
fundenen Werten, z. B. die folgenden Extinktionen im L0-¢m-Rolu 
urspriingliche Methode 0,31 und 0,80, vereintachte Methode 0,32 bzw. 0.82 

4. Die Kldrung des alkoholischen Serumextraktes. Sehr bewahrt hat 
sich — auch bei anderen Arbeiten — die Drucktfiltration durch Jenae: 
Filtertiegel 1 G 4 nach kurzer, vorangegangener Kiihlung. Die beim Kihlen 
sich verstarkende Tritbung der Lésung ist sehr fein; sie wiirde den Filte: 
tiegel verstopfen und mu zunachst durch kurzes Zentrifugieren zim 


Zusammenhballen gebracht werden. 











aur 
2n 
mit 


sich 
ver 
Es 

des 
heq 


yer) 


ist 
der 
ame 
Zu 
wur 
bei 
die 
vest 
halt 
klar 


Wal 
nich 
Nati 
der 

Ursa 
ausz 
Trot 
lassu 
Seru 
eine 
Dure 
m bh 
Der ; 
Falle 
ist d 
Serul 
des J 


I 
keit ( 
iy 

\ 
schon 
achtu 
Farbs 


geben 





93 
2 
7) 


“oll 
nubs 
der- 
end 
bin 
tere 
ore 
Tv. 
hen 
tion 
Zuy 
neh 


rke 
tihe 


halt 





Cresamttarbstoff und Bilirubin im Blutserum. 439 


Die Drucktiltrationen wurden im nebenstehend skizzierten Apparat 
ausgefiihrt ; der Druck von '); Atm. wurde durch ein Wassersteigrohr von 
2m Hohe erzeugt, das oben in ein wassergetiilltes Niveaugefals. unten in ein 
mit dem FiltriergefaB verbundenes Luftreservoir miindete. 

5. Die gewdhite Verdiinnung des Serums, 1:10, hat 
sich tiir die bei unseren spektrophotometrischen Messungen 
verwendete Schichtdicke von 10 em als praktisch erwiesen. 
Es sind sowohl die kleinen, wie die an der oberen Grenze 
des physiologischen Bereiches  stehenden Absorptionen 
bequem mefbar. Fir grébere Absorptionen kénnen 
geringere Schichtdicken verwendet werden. 

Je gréBer die Serumverdiinnung, um so vollstandiger 
ist die EnteiweiBung. Diese spielt eine Rolle beziiglich 
der Trtibungsfreiheit der Lésungen, die nach Angabe der 
amerikanischen Autoren bei der Verdiinnung 1:3 > schwer 





zu erhalten ist. An Menschen- wie an Kaninchenseren 
wurde in diesem Institut die Erfahrung gemacht. dal | 
bei Verdiinnungen von 2 Teilen Alkohol auf 1 Teil Serum Abb. 1. 


die im Uubrigen nach unserer Aufarbeitungsmethode her- 

gestellten Lésungen in der Mehrzahl der Falle nicht triibungsfrei zu er- 
halten waren, wahrend bei der Verdiinnung 1: 16 sozusagen ausnahmeslos 
klare Lésungen erhalten wurden. 


Fehlerquellen der Methode. 


Bilirubin ist in Alkohol sehr schwer l6slich. Trotzdem schlieBt dessen 
Wahl als Lésungsmittel fiir die Bilirubinbestimmung eine Fehlerquelle 
nicht in sich, da im Serumextrakt das Bilirubin als Salz. wahrscheinlich 
Natriumsalz, vorhanden ist (vgl. Abschnitt 1). Anders ist es hinsichtlich 
der Bestimmung des Gesamtserumfarbstoffes. Der Alkohol diirfte die 
Ursache sein, daB der Klarungsproze8 eine Fehlerquelle bietet. Die dort 
auszentrifugierte und filtrierte Triibung wird nicht mehr ausgewaschen. 
Trotz ihrer sehr geringen Menge kann diese Substanz zu Fehlern Veran- 
lassung geben, wenn sie groBbes Lésungs- oder Adsorptionsvermégen fiir 
Serumfarbstoffe besitzt. So wurde in einer Anzahl von Aufarbeitungen 
eine intensive Orange- oder Rotfarbung dieses Riickstandes beobachtet. 
Dureh Alkohol oder wasserige Lauge war der Farbstoff nicht in Lésung 
zi bringen, wohl dagegen durch Aceton und Petrolaither (Lipochrom). 
Der auf diese Weise entstehende Farbstoffverlust ist gering. Da aber die 
Faille. in denen er eintritt, nicht so selten sind, wie anfangs geglaubt wurde, 
ist diese Fehlerquelle bei Untersuchungen tiber den Cresamtfarbstoff des 
Serums zu beriicksichtigen. Die Anwendung eines héheren Homologen 
des Athylalkohols diirfte die Schwierigkeit beheben. 

Kine weitere Fehlerquelle bietet der Klarungsprozels durch die Méglich- 
keit der Alkoholverdunstung. Der Betrag der Verdunstung iibersteigt aber 
1°, nicht. 


Was die Frage einer Farbstoffadsorption an Eiweili betrifft, so wurde 


schon darauf hingewiesen, dah in Uhereinstimmung mit den Beob- 
achtungen von Van den Bergh aus dem gefallten Eiweif sich kein 


Farbstoff mehr auswaschen lieB. In Einklang damit steht der oben ange- 
vebene Befund, wonach Serumfarbstoffbestimmungen nach meiner austihr- 
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lichen und nach der vereinfachten Methode iibereinstimmende Wert: 
liefern. 

Auf die Verluste durch chemische Umwandlung, sehr wahrscheinlic} 
Luftoxydation, wiaihrend der Autarbeitung ist oben schon eingegangen 
worden. Shr Betrag ist schwer zu schatzen, er diirfte | bis 3°, betragen 
und liebe sich vermindern durch Arbeiten unter SauerstoffausschluB oder 
durch Zusatz geeigneter Sauerstoffrezeptoren. Da, wie ich gefunden habe. 
Hamoglobin die Bilirubinoxydation durch Sauerstoff férdert, ist seine 
vollige Abwesenheit im Serum erforderlich, Starker hamolytische Seren 
liefern, auBer der Herabsetzung der Extinktionen, auch eine verdandert: 
Lichtabsorptionskurve. AuBerdem tritt leicht nachtragliche Triibung des 
alkoholischen Extraktes ein. 


B. Die Diazoreaktion im alkoholischen Serumextrakt und in alkoholischey 


Lésungen von Bilirubinnatrium, 


Die Diazoreaktion wird in einem Teile des alkoholischen Serumextraktes 
unmittelbar nach dessen Fertigstellung oder, wenn die Menge des Extraktes 
zu gering ist, im AnschluBb an die spektrophotometrische Bestimmung des 
Serumfarbstoffes ausgefiihrt. Friihestens 1 Stunde vor Gebrauch werden 
5eem Diazol6sung I nach Thannhauser und Andersen (23) (5g Sulfanil 
sdiure und 50g konz. Salzsiure im Liter) und 0,5cem Diazolésung I| 
(0,5°,ige Natriumnitritldsung) zusammengegeben. Vom Gemisch fiigt 
man leem zu 20cem Serumextrakt, laBt 10 Minuten im Dunkeln stehen 
bis zur vollen Entwicklung der roten Farbe und setzt dann 2,5 c¢em konz 
reine Salzsaure zu, wodurch ein Umschlag der Farbe in Blau erfolgt (Than 
hauser). Die Lésung wird auf Zimmertemperatur gekiihlt und mit Alkoho! 
auf 25cem aufgefiillt. Die erhaltene Lésung ist triibe;: sie wird nach dem 
in A gegebenen Verfahren geklart. Da sie im Gegensatz zur gelben Aus- 
gangsl6sung relativ bestandig ist, kann bis zur spektrophotometrischen 
Bestimmung bis zu 48 Stunden gewartet werden. In unseren Messungen 
(Tabellen X bis XIIT) wurde die Bestimmung meist innerhalb einige: 
Stunden (auf dem Jungfraujoch sofort nach der Herstellung), spéitestens 
innerhalb 24 Stunden ausgefiihrt. 

Die Verdiinnung des Serumextraktes in der fertigen ,,Azol6sung*‘ ist 
4:5: bei den ersten Bestimmungen (Tabelle X) kam eine Verdiinnung |: 2 
zur Anwendung, und es wurde nur die halbe Salzsiurekonzentration an 
gewendet (2.5cem auf 50 cem fertige Lésung). 

Die Extinktionskoeffizienten E,,, der Tabellen X und XIIT sind aut 
die urspriinglichen Serumverdiinnungen |: 10 umgerechnet. 


Die Zuverlassigkeit der Methode wurde durch eine groBe Zahl Versuch 
erwiesen, deren Ergebnisse sind: 

1. Aus reinen Bilirubinnatriumlésungen wie aus alkoholischen Serum 
extrakten hergestellte Azolésungen hielten sich tiber 3 Tage unverande1t : 
eine der aus Serumextrakten hergestellten Azol6sungen war sogar nac} 
15 Tagen noch unveradindert. Die schlieBlich doch eintretende Veranderuny 
besteht in einer reinen Abblassung der Lésung, die — ,,reduziert: 
Extinktionskurve* bleibt beinahe unverandert. 


2. Die Extinktionen Z,,, der Azol6sungen aus Serumextrakten und 
reinen Bilirubinlésungen sind umgekehrt proportional der Verdiinnuns 


dieser Lésungen. Bei reinen Bilirubinlésungen wurde genaue Proportionalita' 
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zwischen £;,, der Azolésung und der Bilirubinkonzentration der Ausgangs- 
ldsung im WKonzentrationsbereich 0.0045 bis 0.225 mg-°,, Bilirubin fest - 
gestellt. 

Bei den Bestimmungen der dritten Expedition aut Jungfraujoch wurde 
die Diazoreaktion im alkoholischen Serumextrakt erst nach dessen etwa 
', Stunde dauernden Spektrophotometrie ausgefiihrt. Versuche zur Er- 
mittlung des dabei mdéglicherweise eingetretenen Fehlers ergaben, dal 
dieser 5”°,, nicht itibersteigt. 

Auf Serumverdiinnungen 1:10 umgerechnete Extinktion det 
Azolésung im 10-em-Rohr. 





II. Diazoreaktion nach der 
I. Diazoreaktion unmittelbar etwa eine Stunde 
nach Fertigstellung des Extraktes dauernden Spektrophotometrie 
des Serumextraktes 


Serum von 


Bi. 0.575 0.56 
Ww. 0,795 0.76 
P. 0,72 071 
P. O.S7 0.86 
Y. (Handekzem) 1.09 1,09 


C. Die Serumbilirubinbestimmunga nach Van den Be rgh. 


Die Bestimmungen wurden ausgefiihrt nach P. Rona (24) im Authenriet- 
Kolorimeter. Vergleichslésung: 3.92 g CoSO,.7H,O in 100 cem wiisseriger 


Léosung. 

Fiir den Vergleich von Van den Bergh-Wert und spektrophotometrisch 
hestimmtem <Azowert im gleichen alkoholischen Serumextrakt (1: 10) 
kam die Van den Bergh-Reaktion in folgender Form zur <Ausfiihrung: 
seem Extrakt (1:10) + 15cem Diazoreagens — 96°,iger Alkohol zu 
lQcem. Es wurden erhalten die Serumbilirubinwerte (in Milligramm- 
prozenten): 


Im alkoholischen Extrakt (1:10) spektrophotometrisch: 2.00, 2,00, 1,45. 
Im alkoholischen Extrakt nach Vanden Bergh: 1.2 bzw. 1.65 bzw. 1.1. 


Nach Vanden Bergh (im Serum): 1.4 bzw. 1.7 bzw. 

Die Priifung der Vergleichslésiung mit reinem Bilirubin wurde ausgetiihrt 
wie folgt: 

1 oder 2cem alkoholische Bilirubinnatriumlésung — 2 cem Tyrode- 
losung (zuckerfrei) + 1.5 c¢em Diazogemisch ~ 96 °,iger Alkohol zu LO cem. 
Vergleich im Authenriet-Kolorimeter. 


Beispiele aus den Resultaten (Milligrammprozent). 








Kolorimetrische Ablesung 


Bilirubin- Theoretischer ans Minutes nach Zusatz von 2 n 
praparat Wert a Seer Ammoniak in Tropfen 
2 bis 3 3 bis 5 5 bis 8 2 3 4 
” Hoffmann- 
La Roche* 0,24 0135 O16 0.16 O175 O15 fast entfarbt 
« Homburg” 0.195 0.11 O1LS 0.155 0.155 O15 O14 
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Die Farbnuance der Azol6sungen andert sich so rasch, dal} der Vergleic! 
der Farbintensitaten nach 5 Minuten rein getiihlsmabig vorgenomme: 
werden mul. Der von Vanden Bergh als Gegenmittel empfohlene Am 
moniakzusatz ist, wie die Beispiele zeigen, unzuverlassig. 

Inallen Bestimmungen wurden nur 60 bis 80°, des eingewogenen Biliru 
bins gefunden. Da eine genaue Nachpriifung der bei den Bestimmungen ver- 
wendeten Hilfsmittel (Kolorimeterkeil, Lésungen) deren Richtigkeit erwies 
dirften damit die bei den Serumextrakten gefundenen Abweichungen aut 
veklart sein. 

Die angegebenen Schwierigkeiten des kolorimetrischen Vergleichs 
bedingen einen Fehlerbereich der Methode von Van den Bergh von 20°, 
(zeitlich auseinanderliegende Messungen, verschiedene Reobachter). 


D. Die Bestdndigkeit des Serumfarbstoffes bei der Aufbewahrung des Blutes 


oder Serums unter Lichtabschlup bei niederer Temperatur. 


Bei der Aufbewahrung des Serums im Kiihlschrank (im = Dunkeln) 
nimint sein Farbstoffgehalt (im alkoholischen Extrakt bestimmt) so langsam 
ab, daB er innerhalb 50 Stunden als konstant zu betrachten ist. Die Er- 
haltung des Farbstoffes wurde auch bei Seren gefunden, die bei der Aut 
bewahrung im Kiihlschrank sich getriibt oder sogar Flocken abgeschiede n 
hatten. Wegen der Bedeutung des Befundes fiir die Serumfarbstoffunter 
suchungen, und weil er im Gegensatz steht zu der von Sheard und Mit 
arbeitern und von E. Reccari (25) geiuBberten Behauptung der Unhestandigkeit 
des Serumbilirubins, habe ich die Ergebnisse meiner Bestimmungen in 
Tabelle If, A, zusammengestellt. 


Auch im Vollblut halt sich der Serumfarbstoff, fiir einige Stunden auch 
bei gew6hnlicher Temperatur. Langere Aufbewahrung ist aber unmdéglich 
wegen Eintretens von Hamolyse. Tabelle II, B, gibt die experimentellen 
Unterlagen des Cesagten. 

Es stimmen nicht nur die maximalen Extinktionen, sondern die ganze) 
Absorptionskurven der aus den aufbewahrten Blut- oder Serumprobe 
yewonnenen alkoholischen Extrakte mit denen der frisch aufgearbeitete 
Proben tiberein (vgl. Tabelle THT, IV, V). 


E. Uber die Parallelverschiebung von Extinktionskurven. 


Ist der alkoholische Serumextrakt eines normalen Serums schwach 
triib erhalten worden (gew6hnlich wird dies erst bemerkt, wenn die L6sung 
schon in der Kiivette ist), so laBt sich eine annahernd richtige Extink 
tionskurve und damit auch ein entsprechend richtiger Serumfarbstoffwert 
erhalten durch eine derartige Parallelverschiebung der in der triiben Lésuny 
aufgenommenen Extinktionskurve in Richtung der Ordinatenachse, dal 
die Extinktionen im Rot gleich Null werden. Voraussetzung dafiir ist, dat) 
die triibe Lésung im Rot immer noch mindestens 90°, des Lichtes durch 
laBt. Wenn der erhaltene Wert auch weniger genau ist als der in klaren 
Lésungen bestimmte, so ist dieses Verfahren doch meist einer nochmaligen. 
mit Farbstoffverlust infolge Luftoxydation bedrohten Filtration vorzu 


ziehen. Die Médglichkeit der Verschiebung ist allerdings — es ist dies zu 
betonen — eine nur aus wenigen Versuchen gezogene Regel. und den aut 


dieser Basis errechneten Werten haftet eine entsprechende Unsicherheit an 
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Die in den Serumextrakten gewoOhnlich gemessenen Extinktionen F 


in 
schwanken zwischen 0.4 und 1; Lichtdurchlassigkeit von 0 bedeutet 
eine Extinktion von 0,05, so dab die vorgenommene Korrektur im Hochst- 
falle 5 bis 12°,, von B,,, ausmacht. 
Ergebnisse. 


l. Dic Lichtabsorptionskures dé r alkoholise hie n Serumeartralte " 


Die erste Anwendung der neuen Methodik erfolete in einer Serie von 
Vorversuchen an zum Teil aus der medizinischen Wlinik stammenden 
Blutproben, die ausgetihrt wurden, um die Bestandigkeit des Serum 
farbstoffes in Serum und Blut. das im WKiihlschrank autbewahrt wurde 
zu priifen. Der Serumftarbstoff erwies sich als iiberraschend bestandig 
vel. Tabelle Il). Daraus ergab sich ein gewisser Spielraum fiir die Aut- 
ibeitung der Blutproben und damit die Mdéglichkeit von  Serien- 
bestimmungen, bei denen die Sera- oder Blut proben nicht sofort aut 
vearbeitet werden konnten. 


Tabelle i. 


Die Bestandigkeit des Serumfarbstoffes beim Stehen des Serums 
bzw. Blutes im Kihlschrank. 





Extinktion im 10-em-Rohr Zeitintervall 
Serum zwischen erster 
bzw. Blut Diagnose Erste Zweite "en und zweiter 
von Bestimmung Bestimmung oy Bestimmung 
¥ E 3 ersten Std 


A. Serum. 


Schm. A. Intoxikation 0.465 0.43 92.5 203 
He. F Lumbago 0.65 0.605 93 244 
Fa. A Ischias recidiv 0.405 0.38 4 335 
M. G. Colica mucosa 0.68 0.625 92 287 
Ha. K. ? 1,16 1,20 193.5 52 

E 0.645 0.64 98.5 93 
G. -- 0.575 0.585 192 216 
Ro. M.  Uleus ventrieuli 1.30 1.32 1015 34 
Ab. F - is 1,96 1.99 97 93 
Vi. A Epilepsie 0.445 0.425 93.5 26 
Sch = 0.635 0.625 98,5 14 


B. Blut. 
Wa. Oo Bronchitis und 


Angina 0.56 0.575 103 23 + 46 (Serum) 
Th. A. Enteritis und 
Lumbago 044 0.445 101 23 
Sch. A. Enteritis und 
Angina 0.425 0,39 92 23 + 51 (Serum) 
Pl. #1. Tracheo- 
bronchitis 0.57 0.575 101 24 
Of...2. Granser scher 
Dammerzustand 1.20 1,21 101 24 
Ha. ky. ? 1,16 1,18 102 45 
GC. 0.605 O.DS5 47 47 
Sch. O,S2 OSO5 Ys.5 $ 
Sch. - 0,92 O.SS5 46 D4 
a 0.645 0.615 G55 33 
g. — 0.625 0.61 97.5 71 Zimmertemp. 





0.60 102.5 28 
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Eine erste Reihe von tiber einen gr6Beren Zeitraum verteilten Serum 
tarbstoftbestimmungen an den drei Versuchspersonen der zweiten Jungfrau 
jochexpedition, G., L.. Sch., erlaubt, den Typus der Absorptionskurven de1 
alkoholischen Serumextrakte zu bestimmen. Die in Abb. 2 auf Koordinaten 





. papier mit = ein- 
Mi ———— —————— ee ess SCfach =logarithme- 
0} ' —_ tischer Teilung 
a0 aufgezeichneten. 
bd | 30 500 580 500 620 6W 660 680 won G. stammen- 
e4 Welleniange Tift den Lichtdurch- 
> ooh lassigkeitskurven 
3 1 bis 6 geben die allgemeine Form de: 
Rw! an Serumextrakten niichterner Personen ge- 
$ ad wonnenen Extinktionskurven wieder. Dies 
“yl {4 *F4 4 Form stimmt tiberein mit dem Verlauf de: 


Absorptionskurven von reinem Bilirubin in 
Alkohol- und Chloroformlésung. die He//- 
meyer (14) und Miller und Engel (15) be- 
stimmt haben; insbesondere zeigen die 
r Serumextraktkurven das von Heilme yer aut- 
“90 WO VoD WO WO V0 50 20 gefundene Absorptionsmaximum bei 450 mu. 


my 
ae + 





Welentange 7744 Die Feststelling dieses Maximums in den 
Abb. 2. Absorptionskurven der Serumextrakte stiitzt 


sich allerdings einzig auf die Absorptions- 
messung bei den zwei aubersten Wellenlingen, bei denen mit unserem 
Apparat noch gemessen werden kann, 440 und 4380 my. Dab die alkoholi- 
schen Serumextrakte ein Absorptionsmaximum bei 450 mu tatsdachlich 
besit zen, wurde indes sichergestellt durch eine Messung des Serumextraktes 6 
von G. in einem Zeissschen Quarzspektrographen!. Kurve VI in Abb. | 
ist das Ergebnis dieser Messung. 

Sheard, Mann und Mitarbeiter haben nur diese Art des Vergleiches 
angewendet. Fiir eine genaue Vergleichung der Absorptionskurven miissen 
diese jedoch in eine konzentrationsunabhangige Form tibergefiihrt werden. 
wie sie z. B. die ,,.twpische Farbkurve* darstellt. Erst wenn sich diese 
.typischen Farbkurven® zur Deckung bringen lassen, ist Identitat det 
zugrunde liegenden Stoffe. soweit es die Fehlergrenzen der Bestimmungen 
erlauben, bewiesen. Um diesen Vergleich zu fiihren, habe ich mich im 
vorliegenden Falle zur Herstellung der konzentrationsunabhangigen Kurven, 
allerdings nicht der Logarithmierung der Extinktionen, bedient, die zur 
.typischen Farbkurve* fiihrt, sondern es wurde das fiir die Beurteilung 
von Absorptionskurven mit nur einem Maximum ebensogut geeignete 
und zugleich anschauliche Verfahren gewahlt, die maximale Extinktion 
bei 450 mu als Einheit zu nehmen und alle tibrigen Extinktionen der gleichen 
Absorptionskurve als Bruchteile dieser Einheit auszudrticken, d.i., wenn 
die Einheit gleich 100 gesetzt wird, in Prozenten. Das Verfahren stiitzt 
sich darauf, daB die maximale Extinktion, weil sie zur quantitativen Serum 
farbstoffbestimmung benutzt wurde, besonders sorgfaltig gemessen wurde 
Die auf diese Weise erhaltenen Relativzahlen sollen als ,.reduzierte Extink 
tionen’, die aus ihrer Abhangigkeit von der Wellenlinge sich ergebenden 


1 Die Messung verdanke ich dem Entgegenkommen von Dr. F’. Leuthardt 
vom physiologisch-chemischen Institut der Universitat Basel. 
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konzentrationsunabhaingigen Kurven als ..reduzierte) Extinktionskurven"' 
hezeichnet werden. 

Die an den Serumextrakten der drei Versuchspersonen bestimmten 
reduzierten Extinktionen*® sind in den Tabellen TIT. TV. Vo zusammen- 
gestellt. Lhr Vergleich mit den entsprechend umgerechneten, oben genannten 
Absorptionskurven von Bilirubin in alkoholischer Lésung JaBt erkennen, 
daB fiir eine genaue Priifung nur die Absorptionskurve von Bilirubin- 
natrium in Betracht fallt, wahrend die Absorptionskurven von freiem 
Bilirubin unter sich schon so schlecht tihereinstimmen, dafi ein Vergleich 
sich ertibrigt. 

Kine Deckung mit der Bilirubinnatriumkurve wiirde bedeuten, dal 
Bilirubin als Salz, wahrscheinlich Natriumsalz, im Serumextrakt vorhanden 
ist, ein Befund, der mit den Anschauungen der amerikanischen Autoren 
sowohl als von Vanden Bergh im Einklang stiinde. Erstere haben diesen 
SchluB aus ihren Absorptionskurven, letzerer aus der Tatsache gezogen, 
daB in den alkoholischen Serumextrakten weit mehr Bilirubin gelést ist. 
als der Léslichkeit von freiem Bilirubin in Alkohol entspricht. 

Die Ubereinstimmung der ..reduzierten** Extinktionskurven der 
Serumextrakte von (@. und auch der zwei anderen Versuchspersonen 
unter sich mufB als befriedigend bezeichnet werden. wenn man die Fehler- 
yrenzen der spektrophotometrischen Bestimmungen in Erwagung zieht. 
die 3 bis 5°., betragen, und weiter beriicksichtigt, daB in den ..reduzierten** 
Extinktionen die Fehler zweier Extinktionen summiert sind. Ein EinflugB 
des H6éhenaufenthaltes (mit Kursivschrift iiberschriebene Kolonnen der 
Tabellen) auf die Form der Absorptionskurven ist demnach nicht fest 


Tabelle ITI. 


G. Reduzierte Extinktionen £; Ey... 100. 





1 2a 2b 3 4 " 6 
7. X. @.X. | (0.X.)| o.X. | 0X. | 0.x. | 12.x1,_ Mittelwert 
mu 1931 1931 1931 131 1431 1931 1431 
430 G5 Sb Y] 91 Sb SY 92 4) 
440 97 95 92 4 94 91 95 44 
450 100 100 100 100 100 100 100 100 
469 93 96 9] 96 98 a7 98 95D 
470 9f SY S4 SY 4] 42 G5 Qt) 
480 6S 71 6S 71 71 71 73 705 
490 42 42 41 43 42 42 42 42 
500 19 21 19 20 20 20 20 20 
4510 9 9 ) S 4 4 9 7) 
520 3 + 4 5 D 4 5 4 
539 2 2 3 3 4 3 3 
550 l 2 1 2 Z 2 1.5 
560 1] 1 1 ] l 2 2 1.5 
580 l 1 1 1 1 1 1 l 
600 1 1 1 l 1 l 1 1 
660 1 1 1 2 1 1 S 0.5 
680 l l 1 1 1 1 1 1 
€45 ° 104 575 600 575 HSS 740 514 746 


ém + 104 10 10 10 10 10 0 


> 














zustellen, ebensowenig ein 
h bezeichnete 
jede Versuchsperson eine Mittelwertskurve zu bilden, die als 


schrank (mit 


EinfluB des 
Kolonnen). 


Stehens eines 
Es erscheint 


Serums 
daher erlaubt. 
.serum 


446 J. RK. Peter: 
Tabelle IV. 
L. Reduzierte Extinktionen £j /E,;,. 100, 
la lb 2a 2b 3 4 D 6a 7 
4 Mittel- 
a2. |\4.53) BS. 1S) CZ Wuks | 22 | SAS. 14S. 2) OS. wert 
mu 1931 1931 1931 1931 1931 1931 1931 1931 1931 
430 4] 9} SY 9} 95 8S S7 aT) 93-905 
440 96 OH 99 Y4 101 95 Y5 97 99 965 
450 100 «©1006 100) 100 100 100 100 109 100 100. 100 
460 94 43 8S 92 Ys 97 92 95 90 93 
470 87 SS 83 86 S6 9) S7 90 84 87 
480 67 70 67 68 72 70 69 73 69 69.5 
490 38 49 39 39 41 40 39 42 38 39.5 
500 16 17 16 18 1S 17 17 21 IS 17,5 
510 6 7 +] 11 Ss 7 4 S 7 S 
520 3 4 + 6 4 3 4 6 D 4.5 
530 2 3 3 4 2 2 3 4 4 3 
550 1 2 2 2 2 2 2 2 4 2 
D60 1 1 1 2 1 1 1 2 4 15 
5S0 1 2 1 2 l 1 1 2 3 15 
600 l 0) 1 1 0 1 1 1 l 1 
660 1 0 2 1 1 1 2 1 1 1 
680 0 1 1 l l 0 1 l 0 05 
fgg9. 10*) 644 617) «626 60S) 487) 847) ONT 583 HOD 850 
Tabelle V. 
Sch. Reduzierte Extinktionswerte EF; Ey... 100. 
la Ib 2 3a 3b 4 5 6 
r) Mittel- 
6. X. (7. X.) 9. X. 6. X. | (17. X.) 17. X. 20. X. 30. X. wert 
mu 1931 1931 1931 1931 1931 1931 1931 1931 
430 SS 87 86 S7 86 91 87 SS 87,5 
440 Q7 94 97 93 92 95 91 94 94 
450 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
460 97 97 98 91 91 95 98 O4 95 
470 88 9 9g? 89 S6 88 4] SY sy 
480 69 74 71 70 69 72 73 72 71 
490 42 44 42 41 4? 43 43 4] 42 
500 20) 20 21 20 21 20 21 19 20) 
510 11 11 10 1) 10 10 9 S 10 
520 4 D 5 4 5 4 8 4 
530 4 4 2 . 3 5 2 3 
550 1 2 2 2 2 3 2 l 2 
560 1 2 2 1 1 2 1 1 1.5 
D80 1 1 y 1 1 2 1 1 ] 
600 2 1 1 1 1 1 l 1 1 
669 1 1 - 0 1 1 1 - 1 
680 1 l 1 1 l 1 1 1 1 
&450°104| 818 804 818 635 626 583 930 626 — 
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tarbstotfkurve’’ der betretfenden Person bezeichnet werden soll. Der 
‘hheBlhiche Vergleich der ..Serumfarbstoffkurven*’ der drei Versuchs- 
personen L., Sch., G. mit einer reduzierten Extinktionskurve von Bilirubin- 
natrium in Alkohol, die als Mitcelwert einer gréBeren Zahl eigener. an 
verschiedenen Bilirubinpraparaten  ausgefiihrten Messungen  berechnet 
worden ist (Tabelle VIITLA), ergibt. dafi diese Kurve von Bilirubinnatrium 
im groBen ganzen mit den Serumtarbstoffkurven tiberraschend gut tiber- 
‘instimmt; sie weist aber doch deutliche Abweichungen auf bei den Wellen- 
ingen 460, 480 und 490 mu, von denen die erste zwar trotz threr absoluten 
Gr6éBe kaum iiber die Fehlergrenzen hinausgeht, wohl aber die bei 480 
und 490 mu. Diese drei Wellenlangen sind aber, neben 500 und 510 mu, 
die Wellenlangen, bei denen eine Abweichung im voraus zu erwarten ist, 
wenn ein Carotinoidgehalt des Serums vermutet wird. 


Da ineine spektrophotometrischen Messungen alle mit dem = gleichen 
\pparat ausgeftihrt wurden. wie ihn die amerikanischen Autoren benutzten, 
dem ,,Color Analyzer** von Keuf/el und Esser, erscheint damit das Zustande- 
kommen des von Sheard und Magath erhobenen Befundes, dali die Licht - 
absorptionskurven der Serumextrakte Bilirubinkurven seien, aufgeklirt. 
Bei Verwendung des genannten Spektrophotometers ist die Feststellung 
eines Unterschiedes zwischen Serumextrakt- und Bilirubinabsorption nur 
moglich, wenn der Vergleich an einem gréBeren Material und so exakt, wie 
hier geschehen, durchgetiihrt wird. 


In diesem Zusammenhang ist der von J. Matthieu (26) den Arbeiten 
der amerikanischen Autoren iiber extrahepatische Bilirubinbildung gegen- 
ber erhobene Einwand zu erwahnen. dab die von diesen Autoren fest- 
vestellten Unterschiede im = Serumftarbstoffgehalt von vendsem und 
uteriellem Blut bestimmter Organe nicht auf Bilirubin, sondern auf Lipo- 
‘hrome zurtickzuftihren seien. Mu nach dem oben Gesagten diese Méglich- 
keit zugegeben werden, so ist andererseits doch zu betonen, dab die von 
Vatthien gegebenen Kurven den Beweis fiir seine Behauptungen nicht 
erbringen. 


Von den anlaBlich der dritten Expedition bestimmten reduzierten 
Extinktionskurven sind in Tabelle VI die an P?. aufgenommenen zusammen- 
vestellt. Sie zeigen Ubereinstimmung mit der Serumfarbstoffkurve won 
L. und damit groBe Abnlichkeit mit der Bilirubinnatriumkurve. Ein 
Formunterschied der in der Héhe aufgenommenen Kurven gegeniiber 
denen des Tieflandes ist auch diesrmal nicht festzustellen, oObwohl der 
Hoéhenaufenthalt 14 Tage dauerte gegeniiber | bis 3 Tagen bei der zweiten 
Expedition. 


Die etwas bessere Ubereinstimmung der Héhenwerte mit der Bilirubin- 
natriumkurve laBt sich daraus erklaren, da®& die Serumbilirubinwerte in 
der Héhe gr6Ber waren als im Tiefland (siehe Abschnitt II}). Je grépber 
ler Bilirubinanteil an Serumfarbstoff wird, um so mehr mul sich auch die 
Serumfarbstoffkurve der Bilirubinnatriumkurve nahern. Diese Beziehung 
kommt deutliech zum Ausdruck beim Vergleich der Extinktionskurven 
von Personen mit hohem Bilirubinwert mit den Kurven von Personen mit 
ausgesprochen niederem Serumfarbstoff- und Bilirubinwert !. 


' Unverdffentlichte Versuche. 


Biochemische Zeitschrift Band 262. 99 














448 J. R. Peter: 
Tabelle VI. 
P. Reduzierte Extinktionen. 

1. INT. | 22. 10. | 31. 1. 4. IV. | Mittel-|) 22. 7V. | 185. 7V.\ 18. 1V. 22. 7V. | Mitte 
mu 1932 1932 1932 1932 wert 1932 1932 1932 1932 wel 
430 85 86 92 85 87 85 S4 85 77 83 
440 96 91 96 97 95 95 92 98 93 94.5 
450) 100 100 100 109 100 100 100 100 100 100 
460 96 95.5 975 97 965 96.5 99 YS 98,5 9S 
470 89,55 89.5 875 875 885 895 885 $87.5 905 89 
489 71 67 69 67.5 68.5 665 66,5 67 67.5 67 
490 41 40 41 39 40 40.5 38 36.5 39 38.5 
500 19 19.5 18.5 19 19 17.5 17.5 17 Is 17 
510 8 s 8.5 8 8 7 7.5 6 7.5 7 
520 4 3.5 6 5 4.5 3 3 2 1 2. 
560 1,5 1 3 1,5 1,5 1,5 1 a O5 1 
589 1 1 2 1 1 1 0.5 0,5 0 0. 
600 0.5 0,5 1,5 1 1 — 1 _ O05 0 
660 0 0 0 0 0 0.5 1 0 0 0, 
680 0 2 0 1 1 1 1 0 0.5 0) 

e490 -10# 905 705 565 640 895 990 1259 1420 
Tabelle VII. 
P. Reduzierte Extinktionen. 
B 

mu Sn 2528) -2 sp ce fe fa E 
430 9] &2 S86 SS &5 S84 &Y $7 85 Sti 

_ 440 95 96 97 97 96 98 97 92 98 GH 
450 109 100 100 109 100 100 100 100 100 10) 
460 98 93 98 95.5 965 96.5 985 96.5 95 GHD 
470 90 90 92 905 YI 9) 92 87.5 90 9) 
480 71 71 71,5 72 76 725 75 73.5 73 74 
499 415 43.5; 415 41,5 43 41 46 44.5 445 44 
500 20 22 19.5 20 19,5 19 21 91,.5| 21 20.5 
510 85 10.5 8.5 9 9 8 10 8.5 9 4 
520 4.5 7,5 4 6 3,5 4 6 4 ma) 4 
530 2,5 5.5 2.5 4 2 2 3,5 2.5 2 i 
550 2.5 4,5 1.5 3 
560 1,5 3.5 1 2.5 1.5 1.5 2.5 2 2 2 
580 0 3 1,5 2 1 05 2 0.5 2 1 
600 1 2,5 1 1.5 0.5 0.5 2 0.5 1,5 1 
620 0.5 25; — 1 
640 0 1.5 0.5 05 
660 1 1 0 0.5 0.5 0.5 1 0.5 1,5 1 
680 0 05 0 0 0 0 05 —0.5 —0.5 0) 

£y59 - 10* = 840 525 790 870 1005 775 = 790) 775 
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Im August 1932 in Basel ausgettihrte Messungen ergaben in Abweichung 

om Resultat vom April eine Serumfarbstoffkurve von 7?.. die sich det 
von G. und Sch. nahert (Tabelle VII, A). Der Unterschied gegen friiher ist 
wohl darin begriindet, daBb in dieser Zeit die Serumbilirubinwerte von 
P. niedrig lagen und der Lipochromgehalt sich daher starker geltend machte. 
Eine dritte Gruppe von an Seren der gleichen Versuchsperson aut- 
venommenen Extinktionskurven ist in Tabelle VII, B. wiedergegeben. Die 
\bweichung dieser Kurven von der Bilirubinnatriumkurve ist noch gréber 
ils bei den im August bestimmten Kurven. Die Bestimmungsreihe diente 
unter anderem der Priifung der Frage, ob starke Sonnenbestrahlung im 
Tieflande einen Einflu®B auf die Serumtarbstoffkurven 
Bestrahlung wurde am 10. Juni begonnen. 
hildung fortgesetzt. 


austibe. Mit der 
Sie wurde bis zur Erythem- 
Trotzdem ist ein Einflufi auf die Absorptionskurven 
nicht mit Sicherheit nachzuweisen. 


II. Analyse der .,Azokurven*® der alkoholischen Serumeatrakte. 


Uber die GréBe des Anteiles, den Bilirubin am Serumfarbstoft hat. 
konnen die Absorptionskurven der alkoholischen Serumextrakte keine 
Auskunft geben, wegen der Ahnlichkeit der Absorptionskurven der Farb- 
stoffe des Serums. Genane Werte waren dagegen zu erwarten von der im 
Serumextrakt ausgefiihrten .,Diazoreaktion’’, welche 


in der) Kupplung 
des Bilirubins mit 


Diazobenzolsulfosaure in saurer Lésung besteht und zur 
Bildung von Bilirubinazobenzolsulfosaiure ftihrt, 


die im folgenden ab- 
vekiirzt mit ..Azobilirubin®’ bezeichnet wird. 


Es lag nahe, dem von den 
amerikanischen Autoren gemachten Einwand der Nichtspezifitat dadurch 
zu begegnen. daB zur Bestimmung des Azobilirubins eben die Methode 
angewandt wurde. die sie zur Bestimmung und Identifizierung des Bilirubins 
selbst benutzt hatten, die Spektrophotometrie. 

Die Lichtabsorption des Azobilirubins ist. aut die gleiche Bilirubin- 
menge bezogen, um etwa ein Drittel gréBer als die des Bilirubins selbst. 
Sorgt man daher dafiir. wie ich es getan habe, dai bei der Ausfiihrung der 
Diazoreaktion die Lésung nicht zu sehr verdiinnt wird. so labBt sich aus 
einer spektrophotometrierten alkoholischen Bilirubinnatriumlésung durch 
lie Diazoreaktion eine Azobilirubinl6sung herstellen, die mindestens eben- 
soviel Licht absorbiert wie die Ausgangslésung. Dadureh ist Gewahr 
vegeben fiir die gleiche Genauigkeit der Messungen, soweit diese von der 
GréBe der Absorption abhangt. In Wirklichkeit ist die Genauigkeit gréBer 
da das Absorptionsmaximum des Azobilirubins im Gelb liegt (570 bis 580m), 


d.i. dem Spektralgebiet. fiir das das menschliche Auge besonders emptindlich 
t 


Es gelang. im Gebiete des Absorptionsmaximums Ubereinstimmung 
ler Messungen auf | bis 2°,, zu erreichen. 

Fur die Bestimmung des Bilirubins im Serum mul}. besonders von der 
ispriinglichen Fragestellung von Mann, Sheard und Mitarbeitern aus 
gesehen, die Spektrophotometrierung des Azobilirubins besser geeignet 
erscheinen als die des Bilirubins selbst. Einmal ist die Genauigkeit gréBer, 
Vor allem aber ist gegeniiber der groBen Menge von gelben Stoffen mit 
mehr oder weniger charakteristischer Absorption im Blau die Zahl der 
Stoffe. die in saurer alkoholischer Lésung mit Diazobenzolsulfosaure 
reagieren, beschrankt. Herzfeld (27) nennt Pyrrol und Indol, dessen An- 
wesenheit im Blute in geringer Menge durch Hervieus (28) nachgewiesen 
worden ist. Keiner von diesen Stoffen gibt aber 


meines Wiissens bel der 
Diazoreaktion eine in normal-salzsaurer 


Losung blaue Verbindung mit 


IG * 
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charakteristischem Absorptionsbande im Gelb, wie das Bilirubin, sonde: 
alle liefern gelbe., héchstens rote Verbindungen. 

Im folgenden sollen die ..Azokurven*’ von alkoholischen Serun 
extrakten mit der aus einer gréBeren Reihe von Messungen an verschiedene) 
Bilirubinpraparaten ermittelten | Absorptionskurve reinen Azobilirubis 
verglichen werden. Das Herstellungsvertahren der Azolésungen ist i; 
experimentellen Teil beschrieben. Die erhaltenen Serumbilirubinwert 
finden sich im folgenden Abschnitt. Der Vergleich der Absorptionskurve: 
erfolgt, wie im vorhergehenden Abschnitt, mit Hilfe der ..reduzierte: 





Extinktionskurven’*, die sich hier besonders dazu eignen, da das Maximu: 
der Absorption mit dem Maximum der MeSgenauigkeit zusarmmental!t 
Tabelle VIITB gibt die aus einer gréBeren Zahl von Messungen an ver 
schiedenen Bilirubinpraparaten ermittelte reduzierte Extinktionskurve cd: 
Azobilirubins!; Tabelle IX enthalt eine kleine Auslese der Messungen a: 
Azolésungen alkoholischer Serumextrakte. die in’ verschiedener H6} 
anlaBlich der dritten Jungfraujochexpedition und nachher erfolgten. 
Der Vergleich der Zahlen von Tabelle IX mit denen der Tabelle VILLE 
ergibt ein Resultat, das dem von Miller und Engel (17) und von Heilime yw 
und Arebs (16) an Lésungen von Bilirubin in Serum und an Ikterussere: 
erhobenen Befund an die Seite zu stellen ist. Fir das Absorptionsmaximun 
und den im Rot liegenden Ast der Kurve, d.i. von etwa 550 mu an aut 
wirts bis 660 mu, besteht Ubereinstimmung der Serumextraktkurven mit g 
der Azobilirubinkurve; von etwa 4550 my an abwarts weichen die Serun f 
extraktkurven um so mehr von der Azobilirubinkurve im Sinne zunehmende: 


IX. 


Tabelle VIII. 


Lichtabsorption (reduzierte Extinktionen) von 





Tabelle 
sy tl nF en ee 





ae A ae al ack A 2 
Mange Bilirubin-Natrium jonyoicaitosaare inf Mange Bilirubin-Natrium yenruiyttocnars , 
in alkoholischer aaa a in alkoholischer ‘ = 
lioumt normal alkoho- Lisung normal alkoho- - 
mu lischer Salzsiure mu lischer Salzsiur: - 
430 91 - 560 1.5 95 pe 
440 96.5 _ 570 _ 99.5 “= 
450 100 15 580 1 100 © 
460 98,5 15 590 — 97 on 
470 &8 18 600 1 90 S 
480 65 21 610 — 78,5 & 
490 37,5 26 620 = 65 A 
500 18 33 630 _— 53.5 
510 7.5 42 640 a 43 
520 4 52,5 650 — 32,5 
530 25 64 660 0 22.5 
540 — 75,5 670 _ 14 
550 1.5 86,5 680 0 & 





' Die der Aufnahme der Kurve dienenden AzolOsungen werden he: 
gestellt aus den alkoholischen Bilirubinnatriumlésungen, an denen = di 
Absorptionsmessungen zur Ermittlung der in Tabelle VITTA  wiede: 
gegebenen reduzierten Extinktionskurve des Bilirubinnatriums ausgefiiirt 
wurden. Die Messungen dienten auch zur Ermittlung der Absorption- 
konstanten Ay) und A5 9 bzw. ihres Quotienten (vgl. Abschnitt I11). 
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452 J. R. Peter: 


reduzierter Extinktionen ab, je kleiner die maximale Extinktion |x 
580 mu ist. Es ist demnach auch in den alkoholischen Serumextrakte: 
niichterner, gesunder Personen die Absorption des Azobilirubins tiberlager: 
von einer einem gelben Stoff zuzuschreibenden Absorption, die allerding 
erst unterhalb 550 mu einzusetzen und das Absorptionsmaximum — by. 
580 mu nicht zu beeinflussen scheint. 

Setzt man letzteres als richtig voraus, so labt sich die Absorption 
dieses gelben Stoffes mit Hilfe der Tabelle VIIITB berechnen. Es zeigt 
sich, daB sie einen, verglichen mit den Schwankungen des Bilirubinwerte-~ 
ziemlich konstanten Betrag besitzt. 

Uber die Natur dieses Farbstoffes sind schon von Heilmeyer und 
Krebs (16) und von Miller und Engel (17) Vermutungen geauBert worden 
Sicher ist er nicht, was Willer und Engel als bewiesen erachten, niamlic! 
ein Rest Bilirubin, der der Kupplung entgangen ist. So geringe Bilirubin 
mengen wiirden sich nicht tagelang unverandert halten, wie meine norma! 
salzsauren AzolOsungen der alkoholischen Serumextrakte. Die Extinktionen 

bis hinab zu 470 my — wiirden sich nicht umgekehrt proportional zu 
Serumextraktverdiinnung (vor der Diazoreaktion ausgefiihrt) verhalten, 
wie es der Fall ist. An reinem Bilirubin habe ich. im Gegensatz zu den 
Angaben von Miller und Engel, Proportionalitat zwischen Azobilirubin 
extinktion bei 580mu und angewandter Bilirubinkonzentration bis zur 
Grenze der MeBbarkeit hinunter gefunden (vgl. experimentellen Teil). 

Zu einem bisher nicht naher bestimmten geringen Teil beruht du 
zusitzliche Absorption im Blau auf einer Zersetzung des im Uberschul 
in der Lésung vorhandenen Diazoreagens, das bekanntlich sich lech: 


zersetzt und einen gelbbraunen Korper liefert. Denn eine ahnlich: 
(geringere) relative Zunahme der Absorption im Blau mit abnehmende! 
Extinktion bei 580 mu habe ich auch bei aus gereinigtem Bilirubin her 
gestellten Azolésungen beobachtet, bei deren Herstellung die vorgeschrieben 
Zeit nicht innegehalten werden konnte. Wohl sind die fertigen, stark 
sauren Azolésungen sehr bestandig; aber von der Zugabe des Diazoreagen- 
zur Bilirubinlésung bis zum Zusatz der Saure verstreicht immer ein 
bestimmte Zeit und diese geniigt, eine merkliche Zersetzung hervorzuruten 
Letztere erklart ausreichend die bei 450 bis 470 my tatsachlich beol 
achtete Abweichung der Azoextinktionen von der inversen Proportionalitat 
zur Verdiinnung. 

Der Hauptteil der Absorption im Blau aber ist nach Versuchen, be 
denen dem Serumextrakt das Bilirubin vor der Diazoreaktion dureh Ad 
sorption an Aluminiumoxyd entzogen wurde, bedingt durch gelbe Far! 
stotfe, die durch die Wirkung des Diazoreagens auf im wesentlichen far!) 
lose Bestandteile des Serums (Indol 7) erst entstehen. Ein noch unbekannter 
gelber Serumfarbstoff, wie ihn Heilmeyer annimmt, laBt sich nicht fest 
stellen. 


IIL. Serumfarbstoff- und Bilirubinwerte von normalen menschlichen 
Niichternseren, 


Die Serumbilirubinbestimmung im = alkoholischen Extrakt  erfolgt: 
durch Messung der Extinktion £;,, der Azolésung. Fur die Umrechnun: 
dieser Extinktion in Milligrammprozente Bilirubin war die Kenntnis de: 
Absorptionskonstanten Ky.) des Azobilirubins erforderlich. © Der Gehat' 
des Serumfarbstoffes im Extrakt laBt sich, da seine Zusammensetzutic 
unbekannt ist, nur durch seine Lichtabsorption wiedergeben. Es wurd 
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CGesarmttarbstoff und Bilirubin im Blutserum. 453 
dazu. die maximale Extinktion bei 450mu gewahlt. Da’ Bilirubin und 
Gesamtserumfarhstoff sehr ahnliche Absorptionskurven besitzen, ist es 
andererseits moéglich, den Anteil des ersteren am = Cresamtserumfarbstoff 
bzw. der Farbe des Serumextraktes anzugeben. Dieser Relativwert wird 
in grober Naherung auch Geltung fiir das Serum selbst haben. Er wird 
erhalten durch Vergleich der Extinktionen Ey,) von Serumfarbstoff und 
Bilirubin. Weil letzteres als Azobilirubin durch Messung der Extinktion E.., 
bestimmt wurde, ist die Umrechnung dieser Azobilirubinextinktion in 
die von Bilirubinnatrium ber 450m. erforderlich, was die Kenntnis 
des Quotienten der Absorptionskonstanten, 


Q - Kg) (Azo) 
¢ K 459 (Bilirubin-Na) 
voraussetzt. 

Werte fiir As, des Azobilirubins in salzsaurer, etwa 40°, Wasser 
ent haltender alkoholischer Lésung liegen vor von Heilme yer und Krebs (16) 
1,33 und von Willer und Engel (17) 1.36 (fur Milligrammprozent 
als Einheit der Konzentration berechnet). Fiir Bilirubinnatrium abt sich 
aus den Bestimmungen von Miller und Engel der Wert) Kysy = 0.925 
entnehmen. Aus diesen Zahlen berechnet sich ein Verhaltnis Q 1.44 
bis 1.47. 

Aus eigenen Messungen! ergab sich fiir Q der Mittelwert 1.32; derselbe 
Wert wurde fiir A;., erhalten. Daraus resultiert A 45» l, eine Zahl, die 
in dieser Arbeit nicht zur Verwendung gelangt. [In der zitierten Arbeit (18) 
wurden die Konstanten (459) 0.73 (in der Exp. IL.) und 0,925 (in det 
Exp. LL.) benutzt.] 

Die gesamten Serumfarbstoff- und Bilirubinbestimmungen der zweiten 
und dritten Jungtraujochexpedition sind in den Tabellen X. XI, XIL zu- 
sammengestellt; Tabelle XIII enthalt weitere von mir ausyefiihrte Be 
stimmungen. In diesen Tabellen sind nicht die in den alkoholischen Extrakten 
gemessenen Extinktionen angefiihrt, sondern das Zehnfache davon. also 
die Werte, die den urspriinglichen Konzentrationen der Farbstoffe im 
Serum entsprechen ®*. 

Allgemein ist ein annaiherndes Parallelgehen von Serumfarbstoff- und 
Serumbilirubinwert zu erkennen. Der Wechsel des ersteren ist also durch 
Anderungen des letzteren bedingt. Parallel mit ihnen gehen auch die Van den 
Bergh-Werte, soweit sie bestimmt worden sind. Ein Fehlen des Bilirubins 
ist nirgends festzustellen; sein Gehalt unterschreitet den Betrag von 40°,, 
des Gesamtfarbstoffes nicht. Soweit mein Serumextraktverfahren Schliisse 
auf die Farbe des Serums zu ziehen erlaubt, ist demnach die wechselnde 
Farbung von hamoglobinfreien, normalen menschlichen Niichternseren aut 
den wechselnden Bilirubingehalt zu beziehen (vgl. dazu im experimentellen 
Teil den Abschnitt: Fehlerquellen der Methodik). 

Dem annahernden Parallelgehen von Serumfarbstoff- und Bilirubin- 
wert entsprechend ist, verglichen mit ihren absoluten Anderungen, der 
Wert ihrer Differenz ziemlich konstant. 


' Siehe FuBnote auf S. 450. 
> Unter ..Serumfarbstoff** sind die Werte der CGesamtextinktion un- 
veraindert wiedergegeben, wahrend sie in (18) auf Bilirubin umgerechnet 


wurden. Dagegen sind die als ..Serumbilirubin’: iiberschriebenen. durch 
Diazoreaktion erhaltenen Werte auf Bilirubin bezogen. 
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Cresamttarbstott und Bilirubin im Blutserum:. 


Tabelle NIL. 


Serumfarbstoff- und Bilirubinwerte von I’. 





Bilirubin 


Datum daraus berechnet erenz 


serumfarbstoft bit 
—i')y 10 


Azobilirubin 10 &4 10 ( 
é .10 


ie 1,32 


18. VIII. 2 i OS4 
22. VIII. 42 0,525 
27. VILL. 0.79 
29. VIII. f 0.60 
31. VIII. 0.52 
ts EB; 0.48 
2. IX. 0.35 0.41 


; 0.72 O.S7 
6. a. 0.87 1.90 
S. ‘z. 0,59 0,72 

10. r 0,69 

i. ; 0,67 

13. VI. 0,62 

14. {3 0.64 


* Zugleich mg-°), Serumbilirubin! 
Lal r 


0.78 
0.80 
0.79 
0.77 


[Fir eine Priifung der Frage, ob es sich hier um eine allgemeinere 
RegelmaBigkeit handelt, sind die Daten der oben angegebenen Tabellen 
verschieden zu bewerten. Bei den Bestimmungen der Tabelle NT und XII 
wurde die Diazoreaktion in den Serumextrakten wegen der 
modglichst geringer Blutentnahmen nach 
ausgefitihrt. 


Forderung 
der Serumfarbstoffbestimmung 
Es ist deshalb die Méglichkeit gegeben, dal infolge Bilirubin- 
zerstorung durch die Belichtung wiahrend der vorausgegangenen spektro- 
photometrischen Messung die gefundenen 


Bilirubinwerte bis zu 5°, zu 
niedrig ausgefallen sind. 


Die Bilirubinwerte der Tabelle XN wurden ebenfalls 
erst nach der Spektrophotometrierung bestimmt, aber in einem zweiten, 
im Dunkeln gehaltenen Teil des Extraktes, so dal eine 
anderung wenig wahrscheinlich ist. Zur genaueren Priifung der Frage 
wurde bei den in Tabelle NILT zusammengestellten Bestimmungen die 
Diazoreaktion unmittelbar nach der Fertigstellung des Serumextraktes in 
einem Teil davon ausgefiihrt 
erst daraut (d.i. nach etwa 


merkliche Ver- 


und dite Bestimmung des Serumfarbstoftes 
10 Minuten) vorgenommen|]. 

Kine genauere Betrachtung der Tabelle X laBt erkennen. dali der 
Wert der Differenz fiir verschiedene Personen ungleich ist. Aus Tabelle X11 
ergibt sich weiterhin, dai seine Konstanz nur periodenweise zutrifft) und 
daB die Differenz eine dem Individuum eigentiimliche GréBe nicht darstellt. 
Denn es stimmen von den an derselben Person gemessenen Differenzwerten 
der Tabelle NUIT die der einen MeBperiode (B.) mit denen von Sch 
Tabelle X. die der anderen (A.) mit denen von G. oder L 
annahernd iiberein. 


der 
der Tabelle X 
Bevor dem Befunde der (zeithich begrenzten) Konstanz 
des Differenzwertes Giltigkeit auch fiir das Serum zugesprochen werden 
kann. wird erst untersucht werden miissen, ob er nicht eine Eigentiimlichkeit 








458 J. R. Peter: 


des Bestimmungsverfahrens darstellt und etwa durch vom Fettgehalt 
des Serums abhingige begrenzte Léslichkeit der Serumlipochrome = in 
87 °oigem Alkohol dies ist der Alkoholgehalt der Serumextrakte 
mitbedingt ist (vgl. experimentellen Teil). 

Zwischen den Differenzwerten der Tabelle XITI und den zugehérigen 
.. Serumfarbstoffkurven*: (Tabelle VITA und B) ist eine deutliche Beziehung 
festzustellen. Den Unterschieden in den dem Lipochromgehalt des Serums 
zuzuordnenden Differenzwerten der Mebreihen A und B > entsprechen dic 
Unterschiede in den Absorptionskurven. 

[Bei der Beurteilung der kleinen Differenzwerte (Tabelle XNITLA) ist 
zu beriicksichtigen, daB die Bilirubinwerte und damit auch die Differenz 
betrage beeinfluBt sein kénnen (und nach den oben genannten, einen vor- 
liufigen Charakter tragenden Adsorptionsversuchen es auch sind) durch 
die Absorption des gelben Farbstoffes, der sich in den Azolésungen det 
alkoholis¢chen Serumextrakte in ziemlich gleichbleibender Konzentration 
vorfindet, und daB eine derartige Beeinflussung sich um so mehr bemerkbat 
machen wird, je geringer der Bilirubingehalt des Serums ist]. 

Das wesentliche Ergebnis der vorliegenden Bestimmungen diirfte die 
Erkenntnis sein, daB die Ansicht von Van den Bergh (11) von der Konstanz 
des Serumbilirubinwertes nur bei grober Betrachtung zutrifft, daB vielmeln 
relativ betrachtliche Sehwankungen auch dann festzustellen sind, wenn 
bei den Bestimmungen fiir tibereinstimmende Bedingungen gesorgt ist. 
wie hier, wo — unter Beriicksichtigung der Arbeit von E. Ch. Meyer und 
H. Kniipffer (29) iiber die Abhangigkeit des Serumbilirubinwertes von de: 
Nahrungsaufnahme — die Blutentnahme vormittags bei niichternem Magen 
erfolgte. Besonders bei den tiber einen groBen Zeitraum ausgedehnten 
Messungen an P. haben sich groBe Unterschiede in den Serumbilirubin 
werten ergeben. 

Sieht man von den Bestimmungen wihrend des Héhenaufenthaltes 
und den offenbar iiber die Norm erhéhten Werten von Le. ab, so ergeben 
sich aus der spektrophotometrischen Messung der Azolésungen als mittlere 
Bilirubinwerte des normalen menschlichen Niichternserums die Betrage 
0.3 bis 0,6 mg-°o, und als Grenzwerte 0,2 und etwa 0,8 mg-°,, also be 
trachtlich niedrigere Zahlen als Herzfeld (27) (1,6 bis 6.5 mg-°,) und als 
Miller und Engel (19) (9,6 bis 2,0 mg-°,, im Mittel 1 bis 2 mg-°,) angeben. 
Der Anteil des Bilirubins am Serumfarbstoff betragt im Mittel 60 bis 70°, 
bei Schwankungen von 40 bis 90°). 

Die Bestimmungen nach Vanden Bergh ergeben einen mittleren 
Serumbilirubinwert von 0,2 bis 0.4 mg-°, und als Grenzwerte 0.1 und etwa 
0.5 mg-°,: das sind Werte, die in Ubereinstimmung stehen mit den Angaben 
von Vanden Bergh (13), aber gegeniiber der spektrophotometrischen 
Bestimmung um etwa ein Drittel zu niedrig sind. Dieser Unterschied 
zeigte sich auch bei den einzelnen Messungen; wie aus den Tabellen zu 
ersehen ist. betragen die Van den Bergh-Werte im allgemeinen 60 bis 80 ‘ 
des gleichzeitig spektrophotometrisch bestimmten Betrages. Es zeigt: 
sich, daB der Unterschied auch besteht, wenn spektrophotometrisch« 
3estimmung und kolorimetrische Bestimmung nach Vanden Bergh im 
gleichen Serumextrakt vorgenommen werden. Damit war erwiesen, dat) 
es sich um eine Fehlerhaftigkeit der bei dieser Methode zur Anwenduny 
gelangenden Vergleichslésung handelt. Kontrollmessungen an reinen 
Bilirubin bestatigten, daB nach der Methode von Vanden Bergh — be 
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ihrer Austithrung nach Pond (24) nur etwa 70° des vorhandenen 


Bilirubins bestimmt werden. Im tibrigen wurde bei unseren Bestinunungen 
die bekannte Schwierigkeit des kolorimetrischen Vergleichs bei dieser 
Methode einmal mehr bestatigt (vgl. experimentellen Teil). 


Zusammenfassung. 

1. Es wird ein zur spektrophotometrischen Serumfarbstoff- 
bestimmung in normalen menschlichen Seren geeignetes Verfahren 
der Serumaufarbeitung beschrieben, dessen wesentliche Ziige sind: 
Fallung und Extraktion des Serums mit Athylalkohol im Verhiltnis 
von | Volumen Serum auf 10 Volumen fertigen Extrakt, und Klarung 
des Extraktes durch Filtration unter Uberdruck durch Jenaer Filter- 
tiegel nach vorangegangenem Zentrifugieren. 

2. Mit dieser Methode ausgefiihrte vergleichende Messungen haben 
ergeben, dali der Serumfarbstoffwert von Vollblut oder Serum, das 
bei niedriger Temperatur im Dunkeln aufbewahrt wird, annahernd 
konstant bleibt bzw. nur sehr langsam abnimmt. 

3. Es wird ein Verfahren angegeben zur Herstellung von ,,Azo- 
lésungen’’ aus den alkoholischen Serumextrakten durch Ausfiihrung 
der Ehrlichschen Diazoreaktion, das ebenfalls zur spektrophotometri- 
schen Bestimmung geeignete, bestindige Lésungen liefert. 

4. Die Lichtabsorptionskurven alkoholischer Serumextrakte von 
gesunden, in niichternem Zustande befindlichen Personen stimmen 
gut tiberein mit der Absorptionskurve von Bilirubinnatrium in alkoholi- 
scher Lésung, zeigen aber doch Abweichungen davon, die durch den 
Lipochromgehalt des Serums erklarbar sind. 

5. Die Lichtabsorptionskurven der aus den Serumextrakten her- 
gestellten Azol6sungen stimmen mit den Kurven reinen Azobilirubins 
im Teil des Spektrums oberhalb etwa 560 mu iiberein. Unterhalb ist 
die Absorption des Azobilirubins iiberlagert von der Absorption eines 
in annaihernd konstanter Konzentration auftretenden gelben Farbstoffes, 
der durch die Wirkung des Diazoreagens auf zum Hauptteil farblose 
Bestandteile des Serums entsteht. 

6. Die normalen Bilirubinwerte der Niichternsera gesunder Per- 
sonen liegen nach den spektrophotometrischen Azobilirubinbestim- 
mungen fast ausschlieBlich zwischen 0,3 und 0,6 mg-°,, Bilirubin. Die 
Serumbilirubinwerte der einzelnen Personen zeigen innerhalb dieses 
Gebietes zeitliche Schwankungen von teilweise betrachtlichem Ausmal. 

7. Im gleichen Serumextrakt ist der Serumfarbstoffwert  stets 
grOBer als der Bilirubinwert. Die Differenz im Mittel etwa 30 bis 
40°, des Serumfarbstoffwertes ist annahernd konstant, d.h. der 
absolute Betrag ihrer Anderungen ist klein, verglichen mit denen des 


Serumfarbstoffwertes: es sind danach die Schwankungen des Serum- 
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farbstoffwertes im allgemeinen bedingt durch die Anderungen des 
Bilirubinwertes. 

8. Es wird festgestellt, daB nach der Serumbilirubinbestimmungs- 
methode von den Van den Bergh infolge einer Konzentrationsunrichtig- 
keit der in der Literatur angegebenen Vergleichslésung nur etwa 70°, 
des vorhandenen Bilirubins gefunden werden. 
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Beitriige zur Stereochemie organischer Verbindungen. 


Ill. Mitteilung!: 


Uber den raumlichen Bau aliphatischer und alieyelischer Aminosiuren®. 


Von 
Ludwig Orthner und Rolf Hein. 


(Aus dem Chemischen Institut der Technischen Hochschule, Karlsruhe i. B.) 
(Eingegangen am 21, April 1935.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die aliphatischen Aminosiuren besitzen eine saure und cine 
hasische Gruppe, die in wiasseriger Lésung so dissoziieren, daB die eine 
Gruppe die Dissoziation der anderen Gruppe beeinfluBt. Um zu einer 
Aussage iiber die GréBe dieser gegenseitigen Beeinflussung der funk- 
tionellen Cruppe bei offenkettigen und alicyclischen Aminosiuren zu 
kommen, wurden die Dissoziationskonstanten von aliphatischen Amino- 
carbonsauren und von Hexahydroaminobenzoesauren mit verschiedener 
Stellung der Aminogruppe vergleichend gemessen®. 

Den folgenden Betrachtungen liegt die Auffassung von Bredig4, 


Adams®, Bjerrum®, Pfeiffer™ und Harris® zugrunde, daB& die Amino- 





1 |. Mitteilung siehe Ann. d. Chem. 456, 225, 1927: Il. Mitteilung, 
ebenda 484, 131, 1930. 


> Diese Mitteilung bildet den wesentlichen Inhalt einer im Herbst 1927 
begonnenen und im Friihjahr 1931 abgeschlossenen Dissertation (/?. Hein- 
Karlsruhe. Technische Hochschule 1931; siehe auch Vortrag auf der Tagung 
der Siidwestdeutschen Chemidozenten in Heidelberg 1932. 

3 Zahlen- und Literaturangaben iiber Dissoziationskonstanten von 
Aminosauren siehe Landolt-Bérnstein 2. 1162; Eg. 658; Eg. 2. b. 1095; 
Schmidt, Appleman u. Kirk, J. of biol. Chem. SI, 725, 1929. geben Werte 
tir y und 6-Aminovaleriansaure, die den von uns seinerzeit unabhangig 
nach einer anderen Methode gefundenen Werten fiir 7 und 6-Aminosiaure 
entsprechen. 

4 Phys. Chem. 13, 323, 1894; Zeitschr. f. El. Chem. 6, 33, 1899. 

5 J. Amer. Soe. 3S, 1503, 1916. 
®§ Phys. Chem. 104, 147, 1923. 
7 B. 55, 1762, 1922. 
8 


Biochem. J. 24, Heft 4, 1930. 
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siuren in Lésung als Zwitterionen vorliegen. Die Dissoziationskonstante 
der Carboxylgruppe einer Aminosiure (Ay) ist das MaB der Stark 
der sauren Funktion und die Dissoziationskonstante der Aminogrupp« 
einer Aminosiure A, ist das Mal der Starke der basischen Funktion. 
Beide GréBen lassen sich durch Rechnung aus dem bestimmbaren 
Hvdrolysengrad der Chlorhydrate bzw. Natriumsalze von Amino- 
siuren rechnerisch ermitteln (siehe experimenteller Teil, Messungen!) 

In der Tabelle [ sind unter I die MeBergebnisse an den Chlor 
hydraten der jeweiligen Aminosiuren, unter IH] diejenigen an den 
Natriumsalzen angegeben. Unter UT ist der isoelektrische Punkt (./) 





ss : : kw. Ks wae 
angefiihrt, der sich aus der Gleichung (H*) J he ergibt?. 
K B 
Tabelle I. 
I I Il 
100 2 Ag 105 100 2 Kp 10> J .1W 
Glykokoll ........../|| 31,03 | 4156 6,04 5,69 94,0 
po ee ee ee ee 9,01 26,55 10,6 17,5 13,55 
y-Aminobuttersdure. . . .. . 5,37 9,07 14,7 33,9 5.69 
0-Aminovaleriansaure . . . . . 3,49 3,76 19,0 56.2 2,84 
Aminocyclohexancarbonsaure 1,1 23,78  220,8 8,32 10,8 49,73 
” 1,2 8,88 25,76 10,2 16,3 13,66 
» 1,3 5,62 9,96 14.4 32,3 6,11 
; trans 1,4 3.64 4.09 15,2 35,8 8,72 
_ cis 1,4 2,22 1,49 16,4 41,9 2,07 


Betrachtet man die aliphatischen Aminosiuren als Carbonsiéuren, 
an deren Kohlenstoffkette eine Aminogruppe als Substituent sitzt, so 
ist zu ersehen, daB die ionisierte Aminogruppe die Dissoziation det 
Carboxylgruppe um so mehr verstarkt, je niher sich die Aminogruppe 
am Carboxyl befindet, d. h. je weniger Kettenglieder zwischen beiden 
Gruppen liegen. FaBt man die aliphatischen Aminosiiuren andererscits 
als Amine auf, in deren Kohlenstoffkette sich eine substituierend: 
Carboxylgruppe befindet, so ist ein wachsender EinfluB der Carboxy!- 
gruppe auf die Aminogruppe ebenfalls mit Verringerung des gegen- 
seitigen Abstandes festzustellen. Bei zunehmender Annaherung det 
beiden Gruppen findet hier eine steigende Schwachung der Basizitit 
der Aminogruppe durch die hinzukommende ionisierte Carboxy! 
gruppe statt. 

Aus den MeBergebnissen geht weiterhin hervor, daB der isoelektriscli 
Punkt der vorliegenden Aminosiuren mit zunehmender Entfernung 


' Lundén, Affinitaétsmessungen, Sammlung chem.-techn. Vortrage 1. 
22, 1909. 
2 Fir hk}? wurde der Wert 1.21. 10-™ genommen (M. 28, 207, 1903 
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der COOH- von der NH,-Gruppe aus dem schwach sauren in das 
alkalische Gebiet riickt. 

Der EinfluB, den die Aminogruppe auf die Dissoziation der Carboxy1- 
gruppe austbt, iibersteigt weit die Schwankungen, die in der Disso- 
ziationsfahigkeit der Carboxylgruppe auftreten, wenn man Carbon- 
Auch 
die Anderung der Dissoziationskonstanten der freien Amine mit der 
Lange der Kohlenstoffkette ist von untergeordneter Bedeutung gegen- 
iiber der Beeinflussung der Aminogruppe durch die Carboxylgruppe? 


(siehe Tabelle TT). 


siuren verschiedener Kettenlingen miteinander vergleicht. 








Tabelle II. 
Ay. 10 hk. 10 Faktor 
Glykokoll 415.6 Essigsiure 1,86 224 
pe ea 26,55  Propionsaure . 1,36 19.5 
y-Aminobuttersaure . 9.07  Buttersaure 1,48 6,1 
)-Aminovaleriansaure ioe 3,76 Valeriansiure. 1,60 2.3 
Aminoeyclohexanearbonsaure 1,1 | 220,8 175 
1,2 25,76 | alti | 20,0 
1,8 | 9,96 |) eeecaure |] 1:26 7.6 
eNZOeSE 2e 
. trans 14 4,09 | Penzoess 3.6 
cis 1,4 1.49 1,2 
KR 
Kp.10 1 Faktor —— 
B A. 10 iktor k 
I) 08a. SseteMer oe 5,69  Athylamin 56 0,10 
C0 Se ee 17,5 n-Propylamip . 47 0,37 
y-Aminobuttersiure . . . . . 33.9 sec-Butylamin 44 0,77 
)-Aminovaleriansaure . . . . . 5A,2 iso-Amylamin a0 1,12 
Aminocyclohexancarbonsaure 1,1 10,5 
e 1,2 16,3 
* 1.3 32,3 ' 
trans 14 35.9 


cis 14 41,9 


Um die vorliegenden Verhaltnisse besser iiberblicken zu kénnen, 
bedient man sich einer von Wegscheider®? beim Studium der Einfliisse 
von Substituenten auf die Dissoziationskonstanten von Sauren und 
Basen verwendeten Methode: Tritt z. B. in einer aliphatischen Carbon- 
siure mit der Dissoziationskonstante A, der Substituent Win der 

' Die in der Zwischenzeit veréffentlichten Aussagen amerikanischer 
Autoren (Ergebn. d. Physiol. 338, 841, 1931) iiber die gegenseitige Beein- 
Hlussung von Amino- und Carboxylgruppe in Aminosiéuren decken sich im 
wesentlichen mit unseren oben angegebenen Feststellungen, die seinerzeit 
imabhangig erhoben wurden. 

2M. 23, 287, 1902. 
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Stellung x ein und ist Ki, die Dissoziationskonstante dieser neue; 
Saure, so gibt der Quotient Asy;y,) As diejenige Zahl an, mit der di 
Dissoziationskonstante der unsubstituierten Séure zu multiplizierer 
ist, um die Dissoziationskonstante der in der «-Stellung durch .V/ 
substituierten Saure zu erhalten. Dieser Quotient wird der Wegseheide) 
sche Faktor /(.7,) genannt. Analoges gilt fiir Basen: hier ist der Fakto: 
Kru) 
Ky; 

In der dritten Spalte der Tabelle IL sind daher neben den Kon 
stanten der den Aminosiuren entsprechenden Carbonsaiuren bzw. Base) 
die Wegscheiderschen Faktoren fiir die Saure- und Basendissoziations 
konstanten der betrachteten Aminosiuren angegeben. 

Auch hier zeigt sich deutlich, daB der KinfluB von Amino- und 
Carboxylgruppen aufeinander mit wachsendem Kettenabstand al 


/(.M.,) 


nimmt. Nur die §-Aminovaleriansiure scheint eine Ausnahme zu 
machen, da hier die Basizitat der Aminogruppe etwas gréBer ist als dic 
Basizitit des entsprechenden freien’ Amins. Dies kann auf Mel3- 
ungenauigkeiten beruhen oder darauf, daB zum Vergleich nicht das 
normale, sondern das iso-Amylamin herangezogen werden mub, da 
die Dissoziationskonstante von n-Amylamin nicht bekannt ist. Hiermit 
wurde iibereinstimmen, da die Dissoziationskonstanten von Carbon 
siuren durch Alkylsubstitutionen in geringem Mabe anwachsen!, 


Allgemeine Diskussion der Mekergebnisse. 


Wenn wir die MeBergebnisse diskutieren wollen, um = zu_ eine 
Aussage iiber die Faktoren, welche die gegenseitige Beeinflussung von 
Amino- und Carboxylgruppen in aliphatischen Aminosduren beherrschen 
zu kommen, miissen wir tiberlegen, welche Méglichkeiten aus der 
gegenseitigen Lage dieser funktionellen Gruppen sich fiir deren Zusammen 
wirken ergeben. Rein sterisch betrachtet ergeben sich fiir den Abstand 
zwischen Amino- und Carboxylgruppen zwei Fille: Die Kohlenstoft 
kette ordnet sich, ahnlich wie es bei den Fettsaéuren der Fall ist, gerad 
linig (zickzackférmig) an, wodurch die Entfernung der beiden Gruppe 
voneinander mit der Zahl der Kettenglieder wachst (Abstandsregel « 
Der andere denkbare Fall ist der, daB die Kohlenstoffkette zwischen 
den beiden Gruppen (infolge deren funktioneller Polaritit) sich zun 
Ring zu schlieBen versucht. In diesem Falle ergibt die sterische Bb: 
trachtung unter Zugrundelegung der Kohlenstofftetraedermode!|: 
daB der Minimumabstand zwischen Amino- und Carboxylgruppe be! 
der x-Séure gréBer ist als bei der p-Saure und hier wieder groBer als 
bei der y- und 6-Saure, wo die beiden Gruppen sich maximal gegenseit!z 


1M. 23, 291, 1902. 
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nahekommen kénnen. Bei steigender Kettenkinge wird aber wegen 
des polyplanaren Baues der zu bildenden Ringe wie bekannt ist 
die Wahrscheinlichkeit einer Ringanordnung und damit einer intra- 
molekularen Niherung der funktionellen Gruppen geringer. Im Falle 
der Ringbildungstendenz wiirde also die Entfernung von Amino- und 
Carboxylgruppe bei den g- und p-Aminosdauren klein sein, bei den 

und 0-Aminosiiuren cin Minimum haben, um dann wieder aus 
statistischen Griinden zuzunehmen (Abstandsregel b). 


0 il 
C Hl CH, ( N O 
HN (Hy, CH, co) I], C=O 
a) 
il, ¢ CH 
0-Aminovaleriansiure. ( 
Hy 
b) 


Fir die Art der gegenseitigen Einwirkung vou Amino- und Carboxyl- 
gruppen aufemander kénnen an sich zwei Méglichkeiten bestehen. Die 
beiden Gruppen beeinflussen sich induktiv durch die Kette, womit 
eine Abhangigkeit dieses Effektes in erster Linie von der Zahl der 
Kettenglieder zwischen diesen Gruppen gegeben wiire (Wirkung A), 
oder die beiden Gruppen wirken elektrostatisch aufeinander ein, wobei 
fir die GréBe dieses Effektes der riumliche Abstand der beiden Gruppen 
sehr stark ausschlaggebend ware (Wirkung B). Méglicherweise kénnen 
sich auch beide Faktoren iiberlagern. Die Wirkung A nimmt nach den 
allgemeinen Erfahrungen mit wachsendem Abstand des Substituenten 
auBerordentlich schnell ab. Sie tritt vor allem bei Substitution in der 
z-Stellung in Erscheinung, wie auch aus der Tabelle IIT tiber die Beein- 
flussung von Dissoziationskonstanten durch Substitution hervorgeht. 


Tabelle IIL. 





Dissoziations- 
konstanten . 10 





= Cl | Br} J ‘On| Cl | Br; J |OH/| Cl Br) J OH) C1) | Br) 2 
HCOOH 21 
H.C. COOH 1.8 15515675 15 
H.C. CH,.COOH = 1414710890 14 8.6 9,8 9.0 3,0 26 — — 
HeC(CHy 2. COOH 1.5139 106 8.9 — — /39 3.026 1.0 
H.C (CH), COOH 1.6 _ - 3,0 2.6 2.3 2,0 1.9 
HC (CH) gCOOH | 1.5 — _-_ — —_ 1.9 1.9 1,7 


Ordnet sich aber bei den aliphatischen Aminosiuren die Kette 
~o an, daB die beiden Gruppen einander méglichst nahe zu kommen 


30 * 
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versuchen, so ist nach dem oben Gesagten die Wirkung B bei z- und 
p-Aminosiuren relativ groB, erreicht bei y- und 6-Sauren ein Maximum 
um dann wieder abzunehmen. Im Falle der Ringanordnung miisser 
also die beiden Wirkungen A und B bei den untersuchten Aminosaure: 
als Funktion der Kettenlange einander invers gehen, man miibte also 
erwarten, daB bis zur d-Aminosiure die gegenseitige Beeinflussung de: 
beiden Gruppen zunimmt. Ist jedoch die Kohlenstoffkette abhnlic! 
wie bei den Fettsiuren angeordnet, bleiben also Amino- und Carboxy! 
gruppe voneinander entfernt, so miissen die Wirkungen A und B mit 
steigender Kettenlinge abnehmen. 


Die Resultate der Untersuchung weisen nun darauf hin, daB dir 
Abstandsregel a richtig ist. Denn, wie man aus der Tabelle I sieht 
nimmt die Starke der Carboxylgruppe bei Aminosiuren mit Ver- 
schiebung der Aminogruppe aus der x-Stellung bis in die 6-Stellung 
ab, und umgekehrt nimmt die Starke der Aminosiuren als Basen mit 
der Verschiebung der Carboxylgruppe von der «- bis zur 6-Stellung zu 
In der 6-Stellung entsprechen die gefundenen Werte nahezu denen 
der unsubstituierten Amine bzw. Carbonsauren. 


Der gefundene Gang der Dissoziationskonstanten ist auch durchaus 
verstindlich, wenn man beriicksichtigt, daB die ganzen Ableitungen 
und Messungen sich auf den gelésten Zustand beziehen, wo die ionisierten 
Gruppen von Hydrathiillen umgeben sind, so daB Amino- und Carboxy!- 
gruppen nur intermolekular aufeinander einwirken werden. — Das 
Resultat unserer Betrachtungen bestatigt die von Bredig! begriindeten 
und von Bjerrum und Pfeiffer? erweiterten Vorstellungen, daB Amino- 
siuren in wisseriger Lésung Zwitterionen bilden®. 


Die alicyclischen Aminosduren. 

‘Auch in der Reihe der gemessenen Cyclohexanderivate finden wir 
die gleichen GesetzmaBigkeiten bei den verschiedenen Aminosauren 
Ein interessanter Fall sind die beiden p-Aminohexahydrobenzov- 
sduren, die als cis- und trans-Form gemessen wurden. Bei diesen raum- 
isomeren Verbindungen ist die Zahl der Kohlenstoffatome zwischen 
den funktionellen Gruppen die gleiche, und auftretende Unterschied: 
in den Dissoziationskonstanten sollten nur durch die verschieden: 
gegenseitige Entfernung der Amino- und Carboxylgruppe bedingt sein 


' Bredig, Zeitschr. f. phys. Chem. 18, 323, 1894; Zeitschr. f. El. Chem 
6, 33, 1899. 

2 N. Bjerrum, Physiol. Chem. 104, 147, 1923; P. Pfeiffer, B. 95, 
1762, 1922. 

8 EF. A. Adams, J. Amer. Soc. 88, 1503, 1916; Harris, Biochem. 
J. XXIV, Heft 4, 1930. 
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Nach den raéumlichen Vorstellungen von Sachse- Mohr! iiber den 
nichtebenen Cyclohexanring, der eine bewegliche Form (Wannen- oder 
z-Form) und eine starre Form (Sessel- oder #-Form) zeigt, sollte man 
heim Vorliegen der Wannenform unter der Annahme einer Ringbildungs- 
tendenz erwarten, daB in der cis-Form (z-cis) eine starkere gegenseitige 
Beeinflussung von Carboxyl- und Aminogruppe statthat, als in der 
trans-Form (z-trans), da nur im ersteren Falle eine vollstandige An- 
niherung der beiden Gruppen méglich ist, wihrend die trans-Form 
dies nicht zulaBt. Die Messungen zeigen aber gerade das Gegenteil. 
Bei der trans-Form findet eine stiirkere Becinflussung statt als bei der 
cis-Form, so da in der trans-Form die beiden Gruppen einander naher 
stehen sollten als in der cis-Form. Dieser Befund ist richtig, denn wir 
wissen ja jetzt. da} Carboxyl- und Aminogruppe die Tendenz haben, 
sich voneinander zu entfernen. Untersucht man diese Méglichkeit am 
Modell, so sieht man, daB bei der cis-Verbindung in der Wannenform 
(x-cis) ein wesentlich gréBerer Maximumabstand der beiden Gruppen 
resultiert als bei der trans-Verbindung in der Wannenform (z-trans). 
Die beiden Méglichkeiten fiir die cis- und trans-Stellung in der starren 





co —- form a—form 
CIS; trans 





a-form 
ris, 





Abb. 1. 


! Siehe auch G. Wittig, Stereochemie, S. 150. Leipzig 1930; R. Kuhn 


Helv. 11, 44, 1928. 
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Sesselform (p-cis und f-trans), bei der der trans-Abstand gréBer als 
der cis-Abstand ist, scheiden, wie die Messungen zeigen, aus. Es dart 
auch aus energetischen Griinden nicht angenommen werden, daB viel 
Molekiile in dieser starren Form vorliegen. Viel wahrscheinlicher ist 
es, daB in einer Losung die Mehrzahl der Molekiile in der beweglichen 
Wannenform vorhanden ist, und daB Molekile der Sesselform unter 
diesen Bedingungen nur relativ kurzlebig sind und rasch in solche det 
Wannenform tibergehen. 


Zusammenfassung. 


Aus den Hydrolysenkonstanten (nach der Methode der Ester- 
verseifung) von Chlorhydraten bzw. Natriumsalzen aliphatischer und 
alicyclischer Aminocarbonsiuren wurden die Saure- und Basen- 
dissoziationskonstanten der genannten Aminosiuren nach Bjerrum 
berechnet und festgestellt, da eine Verstarkung der Saurenatur der 
Carboxylgruppe den entsprechenden Carbonsiuren gegentiber eintritt, 
die mit Verschiebung der Aminogruppe von der z- nach der 6-Stellung 
abnimmt. Die Basennatur der Aminogruppe verstarkt sich, wenn dic 
Carboxylgruppe von der x-Stellung in die 0-Stellung geht. 

Aus diesem MeBergebnis ergibt sich, daB in wasseriger Lésung dic 
Kohlenstoffketten so angeordnet sind, daB Amino- und Carboxy! 
gruppen mdglichst weit voneinander entternt stehen (hydratisiert: 
Zwitterionen). SchlieBlich wird ein interessanter Fall bei den ali 
eyelischen Aminosduren diskutiert. 

Herrn St. Goldschmidt-Warlsruhe sind wir fiir die liebenswiirdige Mit hilt 
bei der Diskussion der MeBergebnisse zu aufrichtigem Dank verpflichtet 


Experimenteller Teil. 
Prdparatives. 


Die Darstellung von /-Alanin erfolgte aus Suecinimid nach den 
Hofimammschen Abbau (Angaben von Hoogewer// und Holm'), diejenig: 
von y-Aminobuttersdure aus Piperidin tiber Piperidylurethan nach Abde) 
halden*, wahrend sich fiir 6-Amimovaleriansdure die Herstellung aus Piperidi: 
iiber Benzoylpiperidin® am zweckmaSigsten erwies. 

Von den untersuchten alicyclischen Aminosiuren wurde 7, 1-Amino 
cyclohexancarbonsdure aus Cyclohexanon nach Zelinsky? erhalten.  Hexe 
hydroanthranilsdure konnte nur durch Reduktion von Anthranilsaure mit 
Natrium in Amylalkohol gewonnen werden; m- und p-Aminohexahydro 
henzoesaure wurden durch katalytische Reduktion der entsprechende: 
Aminobenzoesaiuren hergestellt.. Die p-Aminohexahydrobenzoesaure lie! 


1 Holm, Arch. f. Pharm. 242, 597. 1904. 

2 Ahderhalden, Physiol. Chem. SI, 298, 1912. 
3 Schotten, B. 17, 2545, 1884; 2E, 2237, 1888. 
§ Zelinsky, B. 389, 1728. 1906; 41, 2063, 1908. 





Sic 


QO» 


ste 


diin 
Pik 
Nit) 
eing 


Nac 





r als 


dart 
viel 
r ist 
ichen 
unter 
c det 


oster- 
> ound 
JASeN- 
erruni 
r der 
itritt, 
lung 
in dic 


ig die 
voxyl- 
isierti 
n ali- 


it halt 
ichtet 


bh den 
pjenige 
Abde) 


veridit 


Linine 
Hexve 
ire mit 
hydro 


henden 


re hel 





Stereochemie organischer Verbindungen. III. 469 


sich in den beiden Raumformen erhalten, was bei der meta- und ortho 
Verbindung nicht gelang. In der meta-Reihe wurde durch Reduktion des 
Oxims der m-Ketohexahydrobenzoesiure vergeblich versucht. zu den 
stereoisomeren Aminosauren zu gelangen. 


o- Aminohexah ydrobenzoesdure, 


Die folgende Arbeitsweise lehnt sich im wesentlichen zundachst an 
dieJenige von Eimbhorn' an. In eine siedende Lésung von 10g Anthranil- 
siure in 400 com Amylalkohol werden innerhalb 2° , Stunden 32 g Natrium 
eingetragen; man halt dann noch eine weitere Stunde im Sieden, bis alles 
Natrium verschwunden ist. Die Reduktionsfliissigkeit wird mit Eiswasser 
ausgeschiittelt und der Hauptteil des Amylalkohols im = Scheidetrichter 
abgetrennt. Die wasserige Lésung wird unter Eiskiihlung mit Salzsaure 
neutralisiert. Nach dem Ausithern neutraler Nebenprodukte wird ein- 
gedamptt und der getrocknete Riickstand mit absolutem Athanol aus- 
gezogen. Die vereinigten alkoholischen Extrakte aus vier Ansiaitzen werden 
mit Salzsdéuregas gesattigt. dann wird der Alkohol im Vakuum abdestilliert. 
Der hinterbleibende braune Sirup (etwa 50°, des Gewichtes der an- 
gewandten Anthranilsiiture) wird mit wenig Wasser aufgenommen: bei- 
gemengte, stickstofffreie Sauren werden mit Ather extrahiert. Dann wird 
der durch Schiitteln mit der gleichen Gewichtsmenge PhO in Freiheit 


gesetzte Hexahydroanthranilsaureathylester mit Ather extrahiert. Die 
atherische Lésung hinterlaBt etwa 12g Rohester. der im Vakuum_ bei 
13mm destilliiert wird. Die Fraktion zwischen 125 und 158° ergab 7 ¢ 


Ester, der Rest geht bis etwa 170° iiber. Die weitere Reinigung des Esters 
erfolgt iiber das Pikrat, da sich im Destillat auch unvollstandig hydrierte 
Anthranilsdureithylester befinden® Mit etwas mehr als der berechneten 
Menge atherischer Pikrinsaure erhalt man aus 7 g Ester 3.5 g schwer lésliches 
Pikrat, das nach einmaligem Umikristallisieren aus Alkohol rein ist 
(F. 188.5°, unkorr.). 

Pikrat des o-Aminohexahydrobenzoesiureath ylesters : 


4.504 mg Substanz: 7.48 mg CO,, 2,06 mg H,O; 

4,691 ,, o O.571c¢em N (18° 754 mm). 
C)5;Hg9O,Ny.  Ber.: C 44.98, H 5,087, N 14.0. 
Gef.: C 45,29, H 5,12, N 14,17. 


10g reines, fein pulverisiertes Esterpikrat werden mit 75 cem_ ver- 
diinnter Salzséure in das Esterchlorhydrat umgesetzt. Die ausgeschiedene 
Pikrinsaéure wird mit 50cem Nitrobenzol aufgenommen. Man trennt vom 
Nitrobenzol und schiittelt nochmals mit Ather aus. Die auf dem Wasserbad 
eingedampfte salzsaure Lésung hinterlaBt fast reines Aminosaurechlorhydrat. 
Nach Umkristallisieren aus Alkohol-Ather schmilzt es bei 195°. 
Chlorhydrat der o-Aminohexahydrobenzoesaure : 


.254 mg Substanz: 7,35 mg CO,, 3.08 mg HO; 
6.463... = 0.451. cem N (19°, 754 mm). 
C,H,,0O,NCl. Ber.: C 46,78, H 7.86, N 7.80. 

Gef.: C 47,02, H 8,10, N 8,09. 


1 Einhorn, B. 27, 2470. 1894; A. 295, 187. 
Mazza, Chem. Centralbl. 1927. II, 925. 
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Zur Herstellung der freien Hexahydroanthranilséure wird das rein: 
Chlorhydrat mit Silbercarbonat in wenig Wasser kalt verrieben und da: 
Silber aus der L6sung mit Schwefelwasserstoff gefallt. Beim Eindampte: 
wird die Hexahydroanthranilsaure fast rein erhalten. Nach Umkristallisieren 
aus Wasser schmilzt sie bei 274°. 


Hexahydroanthranilsaure : 
5,388 mg Substanz: 11,62 mg CO,, 4,57 mg H,O. 


(,H,,0,N. Ber.: 58,70, H 9,15. 
Gef.: C 58,82, H 9,49. 


Versuche zur katalytischen H ydrierung von Anthranilsdure in saurer Lésuny. 


10g Anthranilsaéure werden in einem UberschuB von verdiinnter Salz 
siure gelést und mit Elektrolytwasserstoff und 1 g Platinmohr!? als Kataly 
sator hydriert. Wasserstoffaufnahme findet bis zur theoretisch erforder- 
lichen Menge statt. Aus der salzsauren Lésung konnten neben Ammon 


chlorid und Dicyclohexylaminchlorhydrat (F. 326) die Chlorhydrate der 


Cyclohexylaminmonocarbonséure (F. 246°) und der Dicyclohexylamin 
dicarbonsaure isoliert werden. 
Dicyclohexylaminchlorhydrat : 
4.906 mg Substanz: 11,93 mg CO,, 4,90 mg H,O; 
6,228 ,, sie 0,362 eem N (21°, 739 mm). 
0.1090 ¢ re 0.0728 ¢ AgCl. 
CyoHayNCl. Ber.: C 66,61, H 11,11, N 6,44, Cl 16,30. 
Gef.: C 66,32. H 11,11, N 6,53, Cl 16,50. 
Chlorhydrat der Dicyclohexylaminmonocarbonsaure : 


5,010 mg Substanz: 10,98 mg CO,, 4,16mg H,O; 


5.094 ., se 0,267 cem N (21°, 739 mm); 
0.1264 g *” 0,0705 g AgCl. 


C,,H.,0,NCl. Ber.: C 59,62, H 9,25, N 5,35, C1 13,55. 
Gef.: © 59,77, H 9,29, N 5,51, C1 13,77. 


Chlorhydrat der Dicyclohexylamindicarbonsaure : 


4,413 mg Substanz: &,68 mg CO,, 3,12 mg H,0; 


5,255 ,, - 0,220 cem N (23°, 745 mm); 
O17 g ia 0.0569 ¢ AgCl. 


(4H .,O,NCL  Ber.: C 54,96, H 


7.92, N 4,58, Cl 11,60. 
Gef.: C 54,65, H 7.91 


i1, N 4,73, Cl 12,0. 


m-Aminohe wah ydrobenzoesdure. 


In einer Schiittelente werden 10 g reine m-Aminobenzoesaure in einem 
Uberschuf& von verdiinnter Salzsiure gelést und unter Zusatz von lx 
Platinmohr mit Elektrolytwasserstoff etwa 48 Stunden hydriert. Be! 


' Houben-Weyl, 2, 496; Houben, B. 49, 2295, 1916. 
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“eine vorzeitigem Verbrauch des Platinmohrs wird noch 0.5 g Platinmohr hinzu- 
das gegeben. Nach Beendigung der Hydrierung dampft man die filtrierte 
pter Lésung zur Trockne, nimmt den Riickstand mit Athanol auf und fallt 
eren das Chlorhydrat mehrmals fraktioniert mit Ather. (Die ersten Fraktionen 


sind 6lig.) Das reine Aminohexahydrobenzoesaéurechlorhydrat schmilzt 
ber 225°. (Ausbeute 20°, der Theorie.) 
Chlorhydrat der m-Aminohexahydrobenzoesaure : 
4.320 mg Substanz: 7,42 mg CO,, 3.16mg H.O:; 
4,812 ,, re 0,353 cem (27,5°, 753 mm). 
C,H,,O.NCl. Ber.: © 46,78, H 7,86, N 7.80. 
Gef.: C 46.84, H 8,18, N 7,73. 





asi i Die freie Aminoséure wird aus dem reinen Chlorhydrat mit Silber- 
Salz carbonat isoliert. Sie schmilzt bei 268° im geschlossenen Rohr. 

taly- m-Aminohexahydrobenzoesaure : 

eder- 4.902 mg Substanz: 10,58mg CO,, 4.08 mg H,0O. 

mon- e 

: der C,H,,0,N. Ber.: C 58.70, H 9,15. 

ialion, Gef.: © 58,86, H 9.31. 


p-Aminohexah ydrobenzoesdure (cis). 

Die Hydrierung der p-Aminobenzoesdure erfolgt wie bei der m-Ver- 
bindung angegeben. 60g p-Aminobenzoesiure ergeben neben 8 g Ammon- 
chlorid und 6ligen Nebenprodukten 20g Chlorhydrat der Aminosiure 
(F. 195°). Durch fraktioniertes Fallen einer Athanollésung mit Ather 
erhalt man das Chlorhydrat ganz rein (F. 219°, unkorr.). 


Chlorhydrat der cis-p-Aminohexahydrobenzoesiure : 


4.776 mg Substanz: 8,24mg CO,, 3,41 mg H,O; 
5,279 ,, ms 0,363 cem N (22° 745 mm). 


C,H\,O,NCl. Ber.: C 46,78, H 7,86, N 7,80. 
Cref.: © 46,78, H 7,99, N 7.81. 

Die Aminosiure wird aus dem reinen Chlorhydrat in iiblicher Weise 
isoliert. Aus Wasser umkristallisiert schmilzt sie bei 295° im geschlossenen 
Rohr, im offenen Rohr sublimiert sie oberhalb 300° unter teilweiser Zer- 
setzung, so daB eine genaue Festlegung des Schmelzpunktes nicht méglich ist. 

cis-p-Aminohexahyvdrobenzoesaure : 

4.808 mg Substanz: 10.38 mg CO,, 4.01 mg H,0O; 
5.418 ., ao 0.475 cem N (23°, 751 mim). 
C,H,,;0,N. Ber.: C 58,70. H 9,15, N 9,79. 

Gef.: C 58.87, H 9.33, N 9.99. 


p-Aminohexah ydrobenzoesdure (trans). 


Das Chlorhydrat der trans-Saéure wird aus dem cis-Chlorhydrat durch 
Erhitzen im Bombenrohr auf 170° wéhrend 4 bis 5 Stunden mit der fiint- 
bas lg bis zehnfachen Gewichtsmenge konzentrierter Salzsiure erhalten. Die 

= salzsaure Lésung wird zur Trockne gedampft und der Riiekstand in Athanol- 
léisung mit Ather fraktioniert gefallt. Das reine Chlorhydrat schmilzt 


77 


bei 277° (unkorr.). 


einem 
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Chlorhydrat der trans-p-Aminohexahydrobenzoesaure : 
4.588 mg Substanz: 7,87 mg COs, 3.30 mg H,O: 
4,955 ., “ 3.94 ., AgCl. 
C,H O.NCI. Ber.: C 46,78, H 7,86, Cl 19,74. 
(ref.: C 46,78, H 8,05, Cl 19,67. 


Die Aminosaure wird daraus mit Silbercarbonat bereitet. Dure} 
Fallen der konzentrierten wiisserigen Lé6sung mit Athanol und Ather wird 
sie rein erhalten. Die Saure beginnt oberhalb 336° zu sublimieren. 

trans-p-Aminohexahydrobenzoesaure : 

8,225 mg Substanz: 17.68 mg CO, 6.69 mg H,O: 
7.620 ., eg 0.672 cem N (22°, 752 mm). 
C,H,,0,N. Ber.: C 58,70, H 9,15, N 9,79. 

Cref.: C 58,62, H 9,10, N 10,10, 


Lactam der p-Aminohexah ydrobenzoesdure (cis). 


In einem kleinen Sabelkolben wurde mit leuchtender Flamme die 
Aminohexahydrobenzoesiure (cis) destilliert. Sie geht sehr rasch un 
zersetzt Uber und erstarrt in der Vorlage in langen, weiBben SpieBben.  Da- 
Destillat wurde mit Wasser herausgelést und eingedampft. Die Substanz 


hatte den Schmelzpunkt von 192,5° (unkorr.). Dieses Laetam ist somit 
identisch mit dem von Howhen beschriebenen. 


Verhalten der p-Aminohexah ydrobenzoesdure (trans) beim Erhitzen. 

In einem kleinen Sabelkolben wurde die p-Aminohexahydrobenzoe 
siure (trans) zunachst bis 370° erhitzt. Es destillierte nur ein Viertel det 
Substanz in der gleichen Weise iiber wie bei der cis-Saéure. Das Destillat 
bestand aus dem Lactam der p-Aminohexahydrobenzoesaure (cis) (Schmelz 
punkt und Mischschmelzpunkt 192,5°). Der Riickstand, etwa drei Vierte! 
der Gesamtmenge, zersetzte sich beim weiteren Erhitzen unter Ammoniak 
entwicklung und Bildung eines nicht wasserléslichen Destillats. Hierau- 
geht hervor, da8 die trans-Saure tatsachlich die ihr zuerteilte Konfiguratio: 
besit zt. 


Messungen. 
Bestimmung des H ydrolysengrades der Chlorhydrate ron Aminosduren. 
Die Dissoziationskonstante der Carboxylgruppe von Aminosiauren (A. 
bestimmt das Gleichgewicht 
*NH,-R-COOH —. “NH,-R-COO +H 
(A‘) (A’) 
und ergibt sich zu 


Die Chlorhydrate von Aminosaéuren sind hydrolytisch gespalten nac! 


‘NH, -R-COOH + Cl (+H, 0) = “NH,-R-COO +H +¢Cr 
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und es ergibt sich fiir die Hvdrolysenkonstante HAs, wenn « den Hyvdro- 
Ivsengrad bedeutet und | + die Konzentrationen, die Gleichung 


H K, 7 c — \ — 
Aminosaure © ~ Saure F : 
oder 
l At (1 rv = 
> - ° (3) 
ee 2 


Zur Bestimmung des Hydrolysengrades dient die Messung der ge 
bildeten Wasserstoffionen durch die von ihnen bewirkte Katalyse det 
Verseifung von Essigsiuremethylester. = Die Geschwindigkeitskonstante 
dieser Reaktion einerseits bei Gegenwart von HCl bestimmter Normalitat 
(Ksiure) und andererseits bei Anwesenheit des Aminosiéiurechlorhydrats 
derselben Normalitat (Lepjornydrat) Sind sehr angenihert den Normalitaten 
der vorhandenen Wasserstoffionen proportional. Der Hydrolysengrad x 
ist demnach gegeben durch den Quotienten Keniorhydrat Keuure: Die Be- 
rechnung der Goeschwindigkeitskonstanten erfolgt nach der (Heichung 

p—-1n*. (3) 
t 2 


Hier bedeuten # die Anfangskonzentration des Esters, 2 die in der Zeit ¢ 
Minuten zersetzte Estermenge und k die Geschwindigkeitskonstante. 
s bedeutet den Titer fiir die Zeit ¢ 0. Die Zahlen in den Tabellen sind 
in Kubikzentimeter n 10 bzw. n 20 Ba(OH), angegeben. Die zeitliche 
Verfolgung der Reaktion ergibt einen Mittelwert fiir die jeweilige Kon- 
stante / und damit auch Werte fiir die Hydrolysengrade wx. 

Wie aus der Tabelle IV ersichtlich, findet manchmal ein allmahlicher 
Anstieg der Verseifungsgeschwindigkeit mit der Zeit statt. Es ist anzu- 
nehmen, dali bei dieser Wasserstoffionenkonzentration der EinfluB der 
Essigsaiure sich geltend macht. Die gesuchte Konstante wurde daher in 
diesen Fallen durch graphische Extrapolation der Geschwindigkeiten auf 
die Zeit ¢ 0 ermittelt. 

Die Messungen wurden in der Verdiinnung + 33.6 durchgefiihrt. 
Zu der abgewogenen Menge Aminosadure wurde die aquivalente Menge 
Salzsiure gegeben und mit Leitfahigkeitswasser auf 50 ccm aufgefiillt, ode1 
es wurde direkt die abgewogene Menge Aminosiaurechlorhydrat auf 50 cem 
aufgefiillt. Zu je 50cem Lésung wurden 2,5 ccm Essigsiuremethylester 
pipettiert und dann die Verseifung bei einer Temperatur von 25° messend 
verfolgt. Zu diesem Zwecke wurden jeweils 2 com abpipettiert und aus 
der Halbmikropipette mit Barytlauge titriert. 


Bestimmung der Hydrolysengrade der Natriumsalze von Aminosduren. 
Die Dissoziationskonstante der Aminogruppe von Aminosiuren (Kg) 
bestimmt das Gleichgewicht 
NH, -R-COO> (+ H, 0) SZ tNH, + R-COO> + OOH> H! 


(A) (A*~) 
and ergibt sich zu 


Kk, —* Ba si 
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478 L. Orthner u. R. Hein: 


Die Natriumsalze von Aminosiauren sind hydrolytisch gespalten nacl 


NH, -R-COO> + Nat (+ H,O) = *NH,-R-COO- + Nat + OH- 








Natriumsalz Aminosaure Lauge 


und es ergibt sich fiir die Hydrolysenkonstante H Ag, wenn a2 den Hydro 
lysengrad und 1/7 die Konzentration bedeutet, die Gleichung 


H Kp c Rentescie " 7 
Aminosiaure * Base A -OH 
oder 
1 A~ (l—.wzv)v 
- ote oa 2 . (2) 
K,  A*--0H a 


Zur Messung des Hydrolysengrades dient die Verfolgung der durch die 
gebildete NaOH bewirkte Verseifung von Methylacetat, einer Reaktion 
zweiter Ordnung: 


CH,.COOC,H, + NaOH > CH,.COONa + C,H;OH. (3 
Wenn E die Konzentration des Esters, z die in der Zeit t verseifte Ester- 
menge, k die spezifische Konstante fiir Methylacetat und NaOH = 10.5 
und #& die anfangliche Konzentration der freien OH-lonen ist, gilt: 
dz 
(B—z) (E—2z). 
it k(t \(E ) (4) 


Da nun die OH-Ionenkonzentration nicht in einfacher Weise abnimmt. 
sondern auch gleichzeitig in dem Verhaltnis wachst, wie durch die Kon- 
zentrationsverminderung die Hydrolyse steigt, mu dies beriicksichtigt 
werden. Ist S die anfangliche Konzentration des Aminosaurenatriumsalzes. 
A die OH-lonenkonzentration, wenn die Estermenge z verseift ist, dann 


ist die wirkliche Konzentration des Aminosaurenatriumsalzes (S — z— A) 
und die Konzentration der freien Aminosaéure (A + 2). 
Aus Gleichung (2) ergibt sich demnach 
1 A-(A +2) 


7 : ’ (5) 
H Ky, S—z—A 

falls A gegen z als Summand vernachlissigt werden darf (einige Minuten 
nach Beginn der Reaktion), darf man schreiben 

. S—z 1 S—z 

HK, = Por oder A: ————* 

Dieser Wert fiir die OH-lonenkonzentration mu in Gleichung (4) an Stell: 
des Ausdruckes (/3 — z) eingesetzt werden, wodurch man erhialt 


(bh) 


dz k S—z - 
~*—— (E—2z). (4) 
dt HK = ’ 
Nach Integration und Umformung ergibt sich dann 
S E 
S ° lg “7 oan E - lg “7 
K. = 1 S—z E—s (8) 
» HK, k -0,4843 - t(S — E) 
Die Werte fiir S, E und z sind in der Tabelle V in 0,01 g Mol pro Liter an 
gegeben. 
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Die anfangliche OH-Ionenkonzentration ergibt sich aus der Gleichung (6) 
fir den Fall, daB z 0 wird, unter Vernachlassigung des additiven Gliedes zu 


S 
A= J e 9 
HK ") 
Der Hydrolysengrad zu Beginn der Verseifung ist dann: 
100. 
r= é A. (10) 
Ss 


Ausfiihrung der Messungen. Je nach der Geschwindigkeit der Ver- 
seifung wurde die Menge des zugesetzten Methylacetats (vom spezifischen 
Gewicht 0,934) variiert. Die Verdiinnung des Gemisches betrug v = 64. 
Die Versuchstemperatur war 25°. Zu der angegebenen Menge Aminosiure 
wurde die aquivalente Menge kohlenséurefreier Natronlauge gegeben und 
fast auf 100ccm mit Leitfahigkeitswasser aufgefiillt. Dann wurde der 
Ester zugesetzt und mit Wasser genau auf 100 ccm aufgefiillt. Darauf 
wurde umgeschiittelt und dieser Moment als Anfangspunkt der Reaktion 
gewahlt. Die Zeit wurde mit der Stoppuhr genommen. Es wurden jeweils 
5ecem herauspipettiert und aus einer Halbmikrobiirette mit n/100 HCl 
und Phenolphthalein titriert. Die Fehlergrenze bei den Titrationen war 
2°, bzw. es wurde auf 0,02 cem genau titriert. 
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